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FHI – Folkehelseinstituttet 
g- gram 
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l - liter 
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MHC – major histocompatability complex 
MSIS - Meldingssystem for smittsomme sykdommer 
NaN3 - natriumazid 
NK – natural killer 
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SAMMENDRAG 
 
 
Meningokokksykdom er og har vært et alvorlig helseproblem i ulike deler av verden. 
Sykdommen skyldes den gram-negative meningokokkbakterien, Neisseria meningitidis, og 
kan deles inn i ulike serogrupper. Meningokokk B er den mest vanlige serogruppen i Norge, 
og B:15:P1.7,16 (44/76) stammen har vært mest dominerende. Det har blitt utviklet en norsk 
vaksine, MenBvacTM, basert på denne stammen, og vaksinen består av bakteriens 
yttermembranproteiner. På New Zealand har også meningokokk B vært den mest vanlige 
serogruppen. Det ble tatt utgangspunkt i den norske yttermembranvaksinen og lagd en 
skreddersydd vaksine, MeNZBTM, der stammen ble erstattet med den mest dominerende 
stammen på New Zealand B:4:P1.7b,4 (NZ98/254). På Folkehelseinstituttet har det lenge vært 
forsket på å øke beskyttelsen mot gruppe B meningokokker, og VA01-01 forsøket er en del av 
denne prosessen. Min hovedfagsoppgave er et ledd i VA01-01 forsøket. 
 
Forsøkspersonene fra VA01-01 studien ble vaksinert med tre doser av enten MenBvacTM, 
MeNZBTM eller MenBvacTM + MeNZBTM. Ved fjerde vaksinasjon fikk noen skifte av 
immunisat mens andre fikk den samme vaksinen. Plasmaprøver fra forsøkspersoner var 
tilgjengelig fra ulike prøvetakingstidspunkt. Plasmaprøver ble tatt 1-2 uker etter tredje dose 
(Visit 4), 10-12 måneder etter tredje dose (Visit 6) og 1-2 uker etter fjerde dose (Visit 7).    
 
Antistoffer spiller en stor rolle i beskyttelsen mot systemisk meningokokksykdom. Spesifikke 
IgG antistoffer og et funksjonelt komplementsystem er spesielt viktig. IgG1 og IgG3 anti-
meningokokk antistoffer i plasmaprøvene til forsøkspersonene som ble immunisert med 
gruppe B meningokokkvaksinene, MenBvacTM og MeNZBTM, ble studert. Det var spesielt 
viktig å måle og sammenligne responsen og aviditeten (bindingsstyrken) til antistoffene etter 
tredje og fjerde vaksinasjonsdose. Det var også interessant å se om det var kryssreaksjon 
tilstede. 
 
ELISA ble brukt til å måle og kvantitere IgG og subklasse IgG1 og IgG3 nivåene. ELISA ble 
også brukt til å måle aviditeten ved thiocyanat metoden. Protein A kromatografi ble brukt for 
å isolere IgG1 og IgG3 antistoffene. Disse ble undersøkt videre med hensyn på aviditet for å 
se om det var noen kooperasjon mellom subklassene i plasma.  
 
  SAMMENDRAG   
 
   
 
VII
IgG1 dominerer av subklassene i antistoffresponsen etter vaksinering. Det var høy 
antistoffrespons etter vaksinering med tre doser mot både stamme 44/76 og NZ98/254. 
Antistoff responsen var lav etter fjerde dose og dette var noe uventet. Det så allikevel ut til at 
en booster dose ga større effekt for de som hadde fått fire like doser av enten MenBvacTM 
eller MeNZBTM ved alle vaksinasjonene, enn for de som hadde fått skifte av immunisat ved 
fjerde dose. De som hadde fått blanding av vaksinene viste lite endring i antistoffresponsen 
etter fjerde dose.  
 
Aviditeten så ut til å være størst blant de som fikk tre doser av MeNZBTM enn de som fikk tre 
doser av MenBvacTM eller blanding av vaksinene. Etter fjerde dose viste noen en økning i 
aviditeten mens andre viste en reduksjon i aviditeten.  
 
Det er tydelig kryssreaksjon til stede. Det er ingen store forskjeller i kryssreaktiviteten 
mellom de som har blitt vaksinert med enten MenBvacTM eller MeNZBTM. Det var større 
kryssreaktivitet for IgG1 subklassen enn for IgG3 subklassen mot begge stammene. 
 
En ny standard er etablert til fremtidige studier slik at man kan kvantitere IgG1 og IgG3 
subklasser mot både OMV 44/76 og OMV NZ98254 i µg/ml.    
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1. INNLEDNING 
1.1 Meningokokksykdom  
 
Meningokokksykdom er og har vært et alvorlig helseproblem i ulike deler av verden. 
Sykdommen skyldes den gram-negative meningokokkbakterien, Neisseria meningitidis, og 
den kan deles inn i ulike serogrupper basert på forskjell i antigene egenskaper og struktur av 
polysakkaridkapselen (1). Serogruppe A, B og C forårsaker mer enn 90 % av alle systemiske 
infeksjoner av meningokokker på verdensbasis (2). I løpet av de siste 30 årene, har 
meningokokk B gitt epidemier i land som Norge, New Zealand, Cuba, Chile og Brazil (3). 
Serogruppe A og C dominerer i andre land mens andre serogrupper er mindre fremtredende 
(4). 
 
Sykdomsformer: 
Meningokokksykdom er en alvorlig sykdom som i løpet av få timer kan utvikle seg til en 
livstruende tilstand (5). Meningokokker kan gi både lokal og systemisk sykdom og kan gi 
mange ulike sykdomsbilder. Akutt systemisk sykdom har størst betydning og kan deles inn i 
meningitt (hjernehinnebetennelse), sepsis (blodforgiftning) eller en kombinasjon av disse (2).  
 
Meningitt er en betennelse i hinnene rundt hjernen og ryggmargen. Betennelsene kan deles 
inn i serøs(væskende) og purulent(verkfylt) meningitt (6). Bakteriell meningitt forårsakes av 
tre bakterier, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae og Haemophilus influenzae 
(7). Neisseria meningitidis og Streptococcus pneumoniae står for ca. 75 % av tilfellene (4). I 
denne oppgaven blir kun Neisseria meningitidis omtalt.  
 
Sepsis er en blodforgiftning der man har en alvorlig tilstand med bakterier i blodet. 
Symptomer kan være rødlig utslett og høy feber. Sepsis kan gi septisk sjokk. Det vil si sepsis 
med vedvarende organdysfunksjon, hypoperfusjon (manglende blodsirkulasjon i hele eller 
deler av kroppen) og hypotensjon (lavt blodtrykk) (8). 
 
Bærerskap av bakterien: 
Mennesket er det eneste reservoaret for meningokokkbakterien. Meningokokker bæres 
hyppigst i tonsiler (mandler) og farynks (svelg). De aller fleste bærerstammer er akapsulære 
stammer eller kapsulære stammer som ikke tilhører epidemiske kloner. Likevel er mange flere 
bærere av virulente kloner av meningokokker enn de som blir syke (2). Friske personer i alle 
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aldere kan ha meningokokker i halsen uten å vite om det, og kan smitte andre, men de 
færreste av disse vil utvikle sykdom (5). Bærerfrekvens av meningokokker varierer med alder, 
epidemiologisk situasjon og røykestatus. Folk mellom 15 og 25 år, grupper som omgås tett, 
som russ og militære, og røyking gir hyppigere bæring (2).  
 
Smittemåte og risikogruppe:    
Overføringen av sykdommen skjer ved kontakt og dråpesmitte, og smitten skjer i de fleste 
tilfeller fra friske bærere. Inkubasjonstiden er 2-10 dager. Barn under fem år og tenåringer er 
mest utsatt for meningokokksykdom, og i Norge er forekomst av meningokokksykdom størst 
fra desember til april (2).   
 
Sykdomsbilde: 
De ulike serogruppene gir samme sykdomsbilde (5). Vanlige symptomer er feber, hodepine, 
kvalme, brekninger og nakke- og ryggstivhet. Pasienten kan være omtåket og enkelte ganger 
urolig og opprørt. Pettekier som er små punktformede hudblødninger, forekommer hos ca. 80 
% av pasienter med meningokokkmeningitt (8). 
 
Diagnose: 
Diagnosen baseres på resultater av spinalvæske og blodkulturundersøkelse, antall levkocytter 
og nøytrofile granulocytter i perifert blod og økt C-reaktivt protein(CRP) som gir en 
indikasjon på infeksjon (8). 
 
Behandling:  
Meningokokksykdom ved bakteriell meningitt, behandles med antibiotika (4, 8). Behandling 
med benzylpenicillin gis til pasienter man mistenker å ha en meningokokkinfeksjon med 
truende sirkulasjonssvikt. Benzylpenicillin gis enten i.v eller i.m så raskt som mulig. Ved 
sykehusankomst gis standard antibiotika behandling ved ukjent årsak. Til barn < 2 måneder 
gis ampicillin eller aminoglykosid. For barn > 2 måneder gis cefotaxim eller ceftriaxon. For 
voksne gis cefotaxim + benzylpenicillin. Benzylpenicillin + kloramfenikol kan også gis til 
barn > 2 måneder og voksne. Benzylpenicillin er i Norge førstevalget ved meningitt forårsaket 
av meningokokker. Varigheten av behandlingen avhenger av det kliniske forløpet, men er 
vanligvis en uke etter bedring. Ved ukomplisert meningokokkmeningitt er det tilstrekkelig 
med 3-4 dagers behandling (8). 
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Innsidens:  
Verdens helseorganisasjon har på verdensbasis beregnet ca. 500 000 tilfeller og 50 000 
dødsfall forårsaket av systemisk meningokokksykdom årlig (2). I Norge har det vært en 
meningokokkepidemi fra midten av 70-tallet. Dette har gått over til en stabil endemisk 
situasjon de senere årene. I 2006 var innsidensen 0,8 per 100 000 innbyggere (10). I New 
Zealand har det vært en epidemi av meningokokk sykdom siden 1991. Det har siden den gang 
vært 6000 tilfeller av meningokokksykdom i en populasjon på 4 millioner mennesker.  
 
I Norge ser vi en synkende tendens i antall tilfeller av Neisseria meningitidis infeksjoner (fig 
1.1). Tall fra 2006 viser at det var 35 meldte tilfeller av systemisk meningokokksykdom (11). 
Hovedandelen av smittede hadde serogruppe B og denne gruppen har dominert siden 
meldingsplikten til MSIS ble innført i 1975. Det ble også meldt om tilfeller av serogruppe A, 
C, Y, W-135 og en ukjent serotype i 2006.  
 
Dødeligheten var høy i Norge i 2006. Da var letaliteten på 20 %. Letaliteten har de senere 
årene ellers vært på 10 % (10). I New Zealand har det vært over 200 dødelige tilfeller som 
følge av meningokokksykdom siden 1991 (12,13). 
   
 
Figur 1.1: Meldte tilfeller av meningokokksykdom i Norge 1975-2006 fordelt på de viktigste  
 serogruppene (10). 
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1.2 Meningokokker (Neisseria meningitidis) 
 
Bakterien og kapselen: 
Meningokokker (Neisseria meningitidis) er gram-negative, ikke sporulerende, aerobe, 
oksidasepositive og innkapslede diplokokker som kan gi epidemisk meningitt (14).   
 
Gram-negative bakterier har en polysakkaridkapsel og en yttermembran, som består av 
lipopolysakkarider (LPS) og yttermembranproteiner(fig1.2). Yttermembranproteinene til N. 
meningitidis er delt inn i fem hovedklasser, klasse 1–5, på basis av deres molekylære vekt. 
PorA (klasse 1) og PorB, som er porin formede proteiner, er uttrykt rikelig blant disse. PorB 
består av PorB2 og PorB3, henholdsvis klasse 2 og 3. Klasse 4 av yttermembranproteinene 
består av Rmp og klasse 5 er satt sammen av Opa og Opc (15). I tillegg består 
yttermembranen av mange andre proteiner (16).   
 
Figur 1.2: Figuren viser overflaten til meningokokk B bakterien inkludert polysakkarid kapselen, 
yttermembranen, periplasmisk område, peptidoglykan og cytoplasmisk membran (17).  
 
Klassifisering:  
Klassifisering av Neisseria meningitidis er basert på polysakkaridkapselen, 
yttermembranproteiner og lipopolysakkarider(LPS). Meningokokker kan deles inn i minst 12 
serogrupper, A, B, C, (D), E, H, I, K, L, X Y, Z, W-135 etter hvordan polysakkaridkapselen 
til meningokokkene er bygd opp (2,14). Som henvist til tidligere, forårsaker serogruppe A, B 
og C mer enn 90 % av alle systemiske infeksjoner av meningokokker på verdensbasis (2). I 
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Norge er gruppe B og C de mest vanlige og begge kan være farlige (18). Serotype og 
serosubtype klassifiseres ut ifra yttermembranproteiner (19). Serotype er basert på epitoper på 
PorB2/PorB3 proteiner mens serosubtype er basert på epitopen på PorA proteiner. 
Immunotype defineres ut ifra epitopen på lipopolysakkarider (20). 
 
 
1.3 Immunsystemet  
 
Immunrespons og beskyttelsesmekanismer: 
Immunforsvaret kan bekjempe en infeksjon på flere måter. Det deles inn i det medfødte og 
ervervede immunsystemet. Disse to immunsystemene samarbeider og danner kroppens 
forsvar mot mikroorganismer. Det medfødte immunsystemet er første forsvarslinje mot 
patogener og fremmede legemer. Det ervervede immunforsvaret virker spesifikt på patogener 
og har hukommelsesfunksjon. Vaksinasjon vil være med på å styrke immunforsvaret og 
spiller en viktig rolle i bekjempelsen av infeksjoner (21). 
 
 
1.3.1 Medfødt immunforsvar 
  
Når en patogen mikroorganisme prøver å infisere kroppen, kommer det medfødte 
immunforsvaret fort inn i bildet (21). Mekaniske og kjemiske barrierer er det første møtet for 
mikroorganismen. Mekaniske barrierer kan være ytre hudoverflater og slimhinner mens 
kjemiske barrierer kan være enzymer og sekreter som skilles ut på huden og i slimhinnene 
(22). Om den patogene organismen når kroppen vil andre komponenter i det medfødte 
immunsystemet prøve å bekjempe dette. Det medfødte immunforsvaret består også av 
cellulære og løselige komponenter.  
 
De cellulære komponentene består av fagocyterende celler og andre celler som dendrittiske 
celler, mastceller og naturlige drepeceller (NK-celler). De løselige komponentene består av 
komplementsystemet (21,23). Fagocyterende celler er en samlebetegnelse for monocytter, 
makrofager og granulocytter (23). De fagocyterende cellene utfører en fagocytose, der de tar 
opp og degraderer ekstracellulære mikroorganismer (21). Dette er en viktig prosess i 
bekjempelse av infeksjoner.  
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Makrofager:  
Makrofager utvikler seg fra monocytter og finnes spredt utover i kroppen (23). De er store 
celler og har en evne til å endre overflaten. Dette bruker de til å angripe og uskadeliggjøre f. 
eks store mikroorganismer for deretter å fagocytere dem. Makrofagene kan også ta opp og 
degradere egne døde celler (23). 
 
Granulocytter:  
Granulocytter inneholder vesikler, granula, som er fylt med ulike proteolytiske enzymer og 
forbindelser med sterk antimikrobiell effekt. Granulocyttene kan deles inn i tre hovedtyper, 
nøytrofile, eosinofile og basofile granulocytter. Det er de nøytrofile granulocyttene som er 
viktige i kroppens forsvar mot mikroorganismer fordi de produserer hydrolytiske enzymer, 
hydrogenperoksid og reaktive oksygenforbindelser (23). 
 
NK-celler:  
NK-celler er store lymfocytter med karakteristisk granula i cytoplasma. De finnes 
hovedsakelig i blod, milt, lunger og lever.  NK-celler har som hovedfunksjon å bekjempe 
virusinfeksjon ved at de identifiserer og dreper de cellene i kroppen som er infisert av virus. I 
tillegg skiller de ut cytokiner som hemmer viral replikasjon i virusinfiserte celler (23). NK-
celler uttrykker Fc-reseptorer kalt FcγRIII, eller CD16 som er spesifikke for IgG1 og IgG3 
(21).  
 
Cytokiner: 
Cytokiner er løselige signalmolekyler som består av proteiner eller glykoproteiner. De har sin 
viktigste funksjon i reguleringen av immunresponsen. De blir aktive ved å binde seg til 
spesifikke overflatereseptorer i membranen på celler. Enkelte cytokiner kan indusere 
inflammasjon (23). Den samlede effekten av den medfødte immunresponsen er å indusere 
inflammasjon på det infiserte området. Symptomer som varme, smerte, rødhet og hovenhet 
kan sees og dette kan være tegn på at immunsystemet responderer hvis man har vært utsatt for 
en infeksjon (21). 
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Komplementsystemet: 
Komplementsystemet er et kaskadesystem som består av proteinmolekyler som sirkulerer i en 
inaktiv form i plasma og får enzymaktivitet ved aktivering (22). Et funksjonelt 
komplementsystem er viktig i beskyttelsen mot meningokokksykdom (15). 
Komplementsystemet kan aktiveres på tre forskjellig måter, og de kalles alternativ 
aktiveringsvei, lektin aktiveringsvei og klassisk aktiveringsvei (fig 1.3) (21). De tre 
aktiveringsveiene for komplement aktivering er forskjellige i hvordan de trigges (21,22). Den 
alternative aktiveringsveien blir aktivert ved at strukturer på patogenets overflate blir trigget 
av omgivelsene. Lektin aktiveringsveien blir aktivert ved at lektiner binder mannose på 
patogen overflaten. Den klassiske aktiveringsveien innebærer i hovedtrekk av antistoffer 
binder seg spesifikt til antigener på overflaten av patogenet. Denne aktiveringsveien beskrives 
i detalj nedenfor (22,24). 
 
 
Figur 1.3: De ulike veiene i komplementsystemet (gjengitt med tillatelse fra Audun Aase). 
 
Den klassiske aktiveringsveien settes i gang ved at antistoffer binder seg til flere steder på 
celleoverflaten til blant annet et patogen (22). Det dannes immunkomplekser som er strukturer 
som har bundet antistoff til seg (23). IgM og IgG er de isotypene av antistoffer som aktiverer 
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komplement (22). IgG1 og IgG3 er de mest aktive av IgG subklassene mens IgG2 aktiveres 
bare når antigenkonsentrasjonen på målcellen er stor (15,25,26). IgG4 aktiveres ikke. Kun 
IgG blir omtalt videre. 
 
C1 er et proteinkompleks som består av C1q, C1r og C1s. Når antistoff har bundet seg til 
patogenets overflate kommer første komponent i kaskadesystemet, C1q, og binder seg til Fc-
regionen til IgG molekylene. Det blir da dannet et immunkompleks som består av antigen og 
antistoff. For at C1q skal binde seg til patogenbundet antistoff, må det være minimum to IgG 
molekyler tilstede og de må være i en viss avstand til hverandre (27,28). Dette skyldes at det 
bare er en Fc region tilstede på hvert IgG molekyl (21,22). C1r og C1s får proteaseaktivitet og 
aktivert C1s spalter dermed en komplement komponent C4 i C4a og C4b. C4b kan bindes 
kovalent til mikrobielle overflater. Aktivert C1s spalter også komplement komponent C2 i 
C2a og C2b etter at C2 har bundet seg til stabilt C4b på celleoverflater. C4a og C2b frigjøres 
til væskefasen. Et nytt kompleks av C4b2a har blitt dannet og det kalles C3 konvertase fordi 
substratet er C3. C4b2a spalter C3 i C3a og C3b. C3a går ut i væskefasen mens C3b kan 
bindes kovalent til celleoverflater. Videre blir C5 spaltet av C4b2a ved at C3 trekker til seg 
C5. Spaltningsproduktene av C5 er C5a og C5b. C5b danner kompleks med C6 og C7 og de 
bindes til celleoverflater på et nytt sted. C8 binder seg til C567 komplekset og induserer 
polymeriseringen av C9. C5b, C6, C7, C8 og C9 danner et stort membranbundet kompleks 
som kalles det terminale komplementkomplekset. (TCC). Dette komplekset gir komplement 
evnen til å lysere celler og enkelte mikroorganismer ved at det dannes hull i cellemembranen 
slik at ioner kan passere cellemembranen og dermed lysere cellen langsomt (21). 
 
 
1.3.2 Ervervet immunforsvar 
 
Det ervervede immunforsvaret omhandler lymfocytter. Det er i hovedsak B-lymfocytter og T-
lymfocytter, også kalt B-celler og T-celler. Disse cellene har en unik mulighet til å gjenkjenne 
en rekke antigener. Det ervervede immunforsvaret har spesifisitet og immunologisk 
hukommelse. Med immunologisk hukommelse menes at det adaptive immunsystemet har en 
unik måte å huske smittsomme mikrober som kroppen tidligere har vært utsatt for. 
Hukommelsesceller gjør at immunresponsen kommer raskere i gang dersom kroppen utsettes 
for det samme antigenet ved en senere anledning (21). 
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B-celle respons:  
Antistoffer spiller en stor rolle i beskyttelsen mot systemisk meningokokksykdom. Spesifikke 
IgG antistoffer og et funksjonelt komplementsystem er spesielt viktig (15,29). 
Komplementsystemet er beskrevet tidligere mens antistoffenes rolle vil bli beskrevet her. B-
lymfocytter, kan differensieres til plasmaceller eller hukommelsesceller. Plasmacellene som 
skiller ut antistoffer deltar i den umiddelbare bekjempelsen av mikroben, mens 
hukommelsescellene kan leve videre i mange måneder og år etter at mikroben er eliminert. 
Hukommelsesceller vil gjøre at immunresponsen kommer raskere i gang dersom kroppen 
utsettes for samme antigen ved en senere anledning (22). 
 
Antistoffer:  
B-celler er forstadiet til plasmaceller. Plasmaceller skiller ut antistoffer som er en sekrert form 
av immunoglobuliner på celleoverflaten til B-celler. Disse antistoffene har samme antigen 
spesifisitet som immunoglobulinene på celleoverflaten.  
 
Antistoffer er glykoproteiner som er bygd opp av fire polypetidkjeder, to like tungkjeder og to 
like lettkjeder formet som en Y som vist i figur 1.4. Antistoffer består av en variabel region og 
en konstant region. Den konstante regionene har begrenset variasjon i aminosyresekvensen 
mens den variable regionen har stor variasjon i aminosyresekvensen. Stor variasjon i 
aminosyresekvensen gjør at antistoffene får en mangfoldig antigenbindingsspesifisitet. Den 
variable regionen består av en lettkjede og en tungkjede og former antigenbindingssetet. 
Antigenbindingssetet består av hypervariable regioner fra en tung- og lett kjede som kalles 
variable domener. Det er i de hypervariable regionene at aminosyresekvensen varierer mest. 
Hengselsregionen ligger mellom de to armene og stammen av Y strukturen og gir fleksibilitet 
og en optimal funksjon til antistoffene. Den konstante delen henger sammen ved hjelp av 
disulfid bindinger (21). 
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Figur 1.4: Skjematisk tegning av et antistoffmolekyl. Det består av fire polypeptidkjeder, to identiske 
tunge kjeder og to identiske lette kjeder. De to antigenbindingssetene er identiske(23).   
    
 
Antistoffer er delt inn i fem klasser eller isotyper, og det er IgA, IgD, IgE, IgG og IgM. De 
strukturelle forskjellene mellom isotypene ligger i tungkjedens konstant region. 
 
IgG forekommer i størst mengde i blod og lymfe. IgG er det eneste immunglobulinet som kan 
passere placenta ved en aktiv prosess som involverer FcRn (30). Når disse antistoffene 
passerer placenta vil morens antistoffer overføres til barnet og gi en naturlig immunitet. Dette 
er spesielt viktig for barnets infeksjonsforsvar den første levetiden. Antistoffene vil ha 
begrenset levetid i barnet og brytes ned og erstattes av egne antistoffer som etter hvert dannes. 
IgM dominerer i den tidlige delen av immunforsvaret (22). IgM er seks ganger så stort som 
IgG og er bygd opp av fem subenheter (21). IgA finnes i serum, men utøver sin viktigste 
funksjon som sekretorisk IgA i ulike slimhinneoverflater. De forekommer som både 
monomerer og dimerer. Dimert IgA forekommer i sekreter (22). IgD finnes på overflaten av 
mange B-celler, men man vet lite om deres funksjon. IgE forekommer normalt i svært lave 
konsentrasjoner, men er viktig ved enkelte allergiske sykdommer (21). 
 
Antistoffer har ulike oppgaver i immunforsvaret og spesielt viktig er to mekanismer som 
kalles nøytralisering og opsonisering. For å redusere infeksjoner kan antistoffer binde seg 
sterkt til seter på patogenet og hindre patogen vekst, replikasjon og interaksjon med humane 
celler. Denne mekanismen kalles nøytralisering. Opsonisering kan skje ved to ulike 
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mekanismer. Bakterien kan dekkes med bare antistoffer eller dekkes med både antistoffer og 
kompliment. Begge tilfellene bidrar til enklere fagocytose (22).    
 
Antistoffer kan deles inn i polyklonale og monoklonale antistoffer. Monoklonale antistoffer 
blir produsert av et enkelt klon med samme kjemiske, fysiske og immunologiske egenskaper. 
Det er mulig å produsere monoklonale antistoffer i laboratoriet ved hjelp av hybridom 
teknikk. Kreftceller i form av plasmaceller fusjonerer med celler isolert fra milten på 
immuniserte dyr. På denne måten kan man produsere celler som deler seg i ubestemt tid under 
laboratorieforholdet og som produserer antistoffer. Enkeltceller kan isoleres og dyrkes opp i 
store mengder, og de antistoffene som den enkelte klonen produserer kan karakteriseres. 
Polyklonale antistoffer blir produsert av ulike kloner og varierer noe i egenskaper etter en 
immunisering med et enkelt antigen (31). 
 
IgG:  
IgG er den klassen av antistoffer som det finnes mest av i serum (15), og består av omtrent 
70-75% av det totale immunglobulin innholdet i serum (32). IgG er den viktigste 
antistoffklassen i vaksinesammenheng og ved de fleste infeksjoner (33). IgG dominerer i 
sekundær immunrespons. Samtidig er det en økning i antistoff affiniteten og en utvikling av 
immunologisk hukommelse (15). Det finnes fire subklasser av humant IgG, IgG1, IgG2, IgG3 
og IgG4. IgG1 utgjør 66% av total IgG mens IgG2, IgG3 og IgG4 utgjør henholdsvis 23%, 
7% og 4%.  IgG1 og IgG3 blir hovedsakelig omtalt videre (32). 
 
Antistoffer, spesielt IgG, spiller en stor rolle i beskyttelsen mot systemisk 
meningokokksykdom (15). De funksjonelle aktivitetene til antistoffene avgjøres av IgG 
subklassene. Spesielt IgG1 og IgG3 er viktig i beskyttelsen mot meningokokksykdom. Disse 
to subklassene er mest effektive i komplementaktivering (34) og binder seg til FcR for 
mediering av fagocytose (21). Det har blitt funnet affinitetsulikheter hos antistoffer med lik 
antigen bindingsspesifisitet og ulike IgG isotyper. IgG1 og IgG3 er hovedsakelig rettet mot 
protein antigener, mens IgG2 er hovedsakelig funnet etter vaksinering med polysakkarid 
antigener hos voksne (34).  
 
IgG kan spaltes av papain i to fragmenter. Den ene kalles Fab-fragmentet (F=fragment, 
ab=antigen binding) og kan binde antigen. Den andre kalles Fc-fragmentet (F=fragment, 
c=chrystallizable) og kan ikke binde antigen men har en rekke av andre egenskaper hos IgG 
molekylet (31). Fc-delen er svært viktig i antistoffenes aktivering av komplementsystemet og 
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muligheten til å binde seg til Fc-reseptorer. Fc-reseptorer finnes på overflaten til viktige 
celletyper som monocytter, makrofager, granulocytter og NK-celler (22).  
 
De fire subklassene av humant IgG aktiverer komplement og binder seg til membran Fc 
reseptor veldig ulikt.  IgG1 og IgG3 aktiverer komplement veldig effktivt mens IgG2 er kun 
effektiv ved høy epitop tetthet. IgG4 aktiverer ikke komplement. IgG antistoffer kan sette 
igang fagosytose ved å direkte binde seg til Fc reseptoren hos fagocytter eller indirekte ved å 
aktivere komplement kaskaden som videre fører til at nedslag av komplement faktorer på 
bakterien. Dette fører til binding til komplement reseptorer (CR) på fagocyttene. Alle IgG 
subklassene har mulighet til indusere fagocytose mediert av FcγR og CR, men det er IgG1 og 
IgG3 som er mest effektive (15,29).  
 
IgG og fagocytose : 
IgG sin viktigste funksjon er å indusere opptaket og degraderingen av ekstracellulære 
mikroorganismer ved fagocytering. Det er den konstante regionen på tungkjeden til IgG som 
binder seg til reseptorer på celleoverflaten til nøytrofiler og makrofager. Når IgG bindes til 
bakterien skjer det en opsonisering. Opsonisering kan også skje ved at IgG bindes til bakterien 
og aktiverer komplement kløyving ved at komplement komponenter på bakteriens overflate 
binder seg til komplement reseptorer på makrofagen  eller nøytrofilen. Dette samarbeidet 
fører til en svært effektiv stimulering av fagocytose(21).   
 
Fagocytose kan bli indusert ved at IgG antistoffer interagerer med FcγRs (Fcγ reseptorene) 
alene eller etter komplement aktivering gjennom komplement reseptorer. De ulike FcγRs 
viser individuelle preferanser for hver subklasse av IgG (35).  
 
Antistoff subklassene IgG1 og IgG3: 
Det er strukturelle ulikheter i konstant (C) regionen mellom IgG1 og IgG3 subklassene. De 
strukturelle forskjellene ligger i hengselsregionen hos subklassene (fig 1.5). IgG1 molekyler 
har to disulfid broer som binder de to tungkjedene sammen og er kodet av et ekson på 
hengselsregionen. IgG3 molekyler har flere disulfidbroer enn IgG1 molekylet og kodet av 4 
ekson på sin hengselsregion (36). IgG3 har lengre hengselsregion og dermed større 
molekylvekt enn IgG1. Dette kan sees ved å kjøre HPLC. IgG3 med størst molekylvekt 
kommer først ut på kromatogrammet (32,37).  
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Figur 1.5: Skjematisk oversikt over strukturene til IgG1 og IgG3 antistoffene (gjengitt med tillatelse fra 
Audun Aase). 
 
I tabell 1.1 vises noen av egenskapene til IgG1 og IgG3 antistoffene (32). 
    
Tabell 1.1: Tabell over egenskapene til IgG subklasse IgG1 og IgG3.  
Egenskaper IgG1 IgG3 
Serumkonsentrasjon 9mg/ml 1mg/ml 
Tungkjede γ1 γ 3 
Molekylærvekt 146000 170000 
Halveringstid 21 dager 7 
 
Protein A søyla som brukes i affinitetskromatografi er produsert av en utvalgt stamme av 
Staphylococcus aureus. IgG1 binder seg til protein A funnet i cellveggen hos ulike 
stafylokokkstammer mens IgG3 ikke gjør det. Man kan derfor isolere de to IgG subklassene 
fra hverandre. Forskjellen mellom subklassene ligger i at IgG1 og IgG3 har ulik aminosyre i 
posisjon nummer 435 på proteinet. IgG1 har histidin mens IgG3 har arginin i posisjon 
nummer 435 og det er histidin som binder seg til protein A (42,43). 
 
T-cellerespons:   
T-cellene spiller en viktig rolle i å regulere immunresponsen mot meningokokksykdom ved å 
indirekte regulere antistoff responsen i form av immunoglobulin klasse switch, 
affinitetsmodning og grad av respons (38). T-celler som produserer cytokiner, trengs for å 
aktivere og differensiere B-celler til plasmaceller som sekrerer antistoffer.  
 
T-cellene kan deles inn i cytotoksiske CD8 T-celler og hjelpe CD4 T-celler. Ved en 
intracellulær infeksjon vil antigenet presenteres for T-cellene ved hjelp av MHC klasse I 
molekyler. Alle kjerneholdige celler kan fungere som antigenpresenterende celler for 
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cytotoksiske T-celler.  CD8 T-celler aktiveres og går ut i sirkulasjonen for å drepe infiserte 
celler ved at målcellen lyseres (21). 
 
Ved en ekstracellulær infeksjon, som meningokokksykdom, vil antigen presenteres på 
antigenpresenterende celler ved hjelp av MHC-klasse II molekyler. Hovedoppgaven til CD4+ 
T-celler er å hjelpe makrofager og B-celler til å bli aktivert, derfor navnet T-hjelpe celler(21).  
CD4+ T cellene kan deles inn i Th1 og Th2 celler på bakgrunn av deres cytokin produksjon 
og effektor funksjon. Th1 celle produserer hovedsakelig IL-2, IFN-γ og TNF- β som gir en 
cellemediert immunrespons. IFN-γ aktiverer makrofager og forsterker deres mulighet til å 
fagocytere og ødelegge mikroorganismer. Th2 celler produserer hovedsakelig cytokinene IL-
4, IL-5, IL-6 og IL-13. Disse er viktige i å gi en antistoffmediert immunrespons ved at de 
stimulerer B-cellene. (44). B-cellene vil de enten bli til plasmaceller som skiller ut antistoffer 
eller hukommelsesceller (21).   
 
 
1.4 Vaksinasjon 
  
Vaksiner blir brukt for å oppnå immunologisk beskyttelse og immunologisk hukommelse. 
(33). Ved vaksinasjon tilføres kroppen en inaktiv mikrobe, svekket mikrobe, deler av en 
mikrobe eller noe som likner den mikroben det ønskes beskyttelse mot. Det adaptive 
immunforsvaret blir stimulert på en antigen spesifikk måte slik at det dannes T- celler og B-
celler som vil gjenkjenne vaksinekomponenten (21,33). Hvis den vaksinerte senere blir 
smittet av den patogene, sykdomsfremkallende, mikroben, vil immunsystemet reagere raskere 
og gi en bedre immunrespons som kan forhindre sykdom. Antistoffer av klasse IgG er, som 
tidligere nevnt, de viktigste antistoffene i vaksinesammeheng og ved de fleste infeksjoner 
(33). Kryssreaksjon er ønskelig ved vaksinering. En immunologisk kryssreaksjon kan sees når 
antistoffer som er produsert ved immunisering med ett antigen reagerer med et annet antigen. 
Det viser at det er en strukturell likhet mellom de to antigenene (24). 
 
 
Primær og sekundær respons:  
Vaksinasjon gjør at man utvikler en god og i noen tilfeller livslang immunitet mot mange 
infeksjonssykdommer etter første gang man er utsatt for patogenet. Det adaptive 
immunsystemet er med på å gi denne immuniteten. Primær immunrespons settes i gang ved 
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første utsettelse for et antigen. Ved senere utsettelse for samme antigen vil en sekundær 
immunrespons tre i kraft. (37). Som vi ser av figur 1.6, er latensperioden kortere og responsen 
sterkere ved sekundær respons.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 1.6 Figuren viser primærrespons og sekundær respons. Rød strek viser IgM antistoffer og blå strek viser 
IgG antistoffer. Svart strek viser samlet antistoffkonsentrasjon. Den første røde pilen viser første møtet med 
antigenet. Den andre røde pilen viser andre eller senere møte med antigenet. 
 
Når immunsystemet til en person blir stimulert av et antigen for første gang, tar det ofte 1-2 
uker før påviselige mengder antistoff opptrer i blodet. Mengden antistoff faller raskt til meget 
lave verdier igjen. Dette kalles primærrespons (31). IgM er dominerende i primærresponsen. 
Hvis antigenet vedvarer å være tilstede vil IgG produksjonen kunne øke etter hvert og i tillegg 
vil IgG gjennomgå en affinitetsmodning der bindingstyrken vil øke og det vil bli dannet 
hukommelsesceller og langlivede plasmaceller (22). Når samme person blir utsatt for det 
samme antigenet uker, måneder eller år sener, skjer det en raskere antistoffproduksjon og 
mengden antistoff holder seg høyere i lengre tid. Dette kalles sekundær respons, og er 
bakgrunn for at enkelte vaksiner må gis flere ganger (31). 
 
Meningokokkvaksiner:  
I dag finnes det i Norge kapselpolysakkaridvaksiner mot  meningokokkgruppe A, C, W135 og 
Y og  konjugatvaksiner mot gruppe C. Meningokokk A+C+W-135 og Y består av 
kapselpolysakkarid fra de mest vanlige serogruppene. Konjugatvaksinen er mot meningokokk 
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serogruppe C og er basert på det prinsipp at polysakkarid er konjugert til et bærerprotein (8). 
Små barn har dårlig effekt av polysakkaridvaksiner fordi vaksinene er lite immunogene mot 
barn under to år (29), Konjugatvaksiner reagerer derimot barn på og kan dermed brukes for å 
beskytte små barn.   
 
Det har i mange år blitt forsket på en vaksine mot gruppe B meningokokker. 
Kapselpolysakkaridet hos meningokokker av serogruppe B har vist seg å være lite 
immunogent hos mennesker. Dette kan skyldes at polysialinsyrekjeder i gruppe B 
polysakkaridene har strukturelle likheter med polysakkarider i glykoproteinene fra humant 
vev. (9,45) Dette kan gi opphav til autoimmunitet fordi vi i de fleste tilfeller har toleranse mot 
eget vev.  
 
Folkehelseinstituttet har utviklet en yttermembranvaksine mot meningokokk B-
sykdom(MenBvac) som består av bakteriens yttermembranproteiner. Denne vaksinen er 
foreløpig ikke allment tilgjengelig og vaksinen er under stadig videreutvikling og forskning 
(5). FHI har også tatt utgangspunkt i den norske vaksinen og utviklet en skreddersydd vaksine 
spesielt rettet mot epidemien på New Zealand (39). Denne epidemien skyldtes en spesiell type 
meningokokk B-bakterie. Etter å ha brukt vaksinen fra 2004 og 2 år frem i tid, har man sett en 
betraktelig nedgang av antall smittede og vaksinen har effektivt bekjempet epidemien. Av de 
som har fått MeNZB-vaksinen har forekomsten av meningokokk B-sykdom vært fem ganger 
lavere enn hos barn som ikke har blitt vaksinert (40). 
 
Stamme 44/76 og stamme NZ98/254: 
Som beskrevet under kapittlet om meningokokkbakterien klassifiseres Neisseria meningitidis 
utifra polysakkaridkapsel, yttermembranproteiner og lipopolysakkarider(46,39). Tabell 1.2 
viser hvordan stammene 44/76 og NZ98/254 klassifiseres  
 
Tabell 1.2: Klassifisering av stamme 44/76 og stamme NZ98/254 (46,39,59). 
Klassifisering Stamme 44/76 
B:15:P1.7,16:L3,7,9 
Stamme NZ98/254 
B:4:P1.7b,4 
Serogruppe B B 
Serotype 15 4 
Subtype P1.7,16 P1.7b,4 
Immunotype L3,7,9 L3,7,9 
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Meningokokk B er den mest vanlige serogruppen i Norge og B:15:P1.7,16 stammen har vært 
mest dominerende (61). Det har blitt utviklet en norsk vaksine som består av bakteriens 
yttermembranproteiner (5). Stammen Neisseria meningitidis 44/76 som ble isolert fra en 
person med meningitt i 1976 (62). er av type B:15:P1.7,16 og ble valgt som basis for 
produksjon av denne vaksinen (41). De porin formede proteinene hos meningokokk 
bakteriene har vært av stor interesse ved utvikingen av den norske vaksinen mot serogruppe 
B. Yttermembranproteinet Por A (klasse 1 protein) har vist å ha B-celle epitoper og potente T-
celle epitoper som kan indusere baktericidi og beskyttende antistoff respons (19). 
 
MenBvacTM: 
Den norske vaksinen MenBvac består av deoxycholate-ekstrahert yttermembran vesikler fra 
meningokokk stamme 44/76-SL (B:15:P1.7,16:L3,7,9) som er adsorbert til aluminium- 
hydroksid (16). Den norske OMV vaksinen består av yttermembranproteinene klasse 1, 3, 4 
og 5 (16). De dominerende yttermembranproteinene er de to porinene PorA (klasse 1) og 
PorB (klasse 3). Klasse 4 proteinene kalles RmpM og klasse 5 utgjør proteinene Opc og Opa. 
I tillegg består vaksinen av små mengder av mindre karakteriserte yttermembranproteiner og 
omtrent 8 % lipopolysakkarider (fig 1.7) (20,16). 
 
 
Figur 1.7: Figur viser yttermembranproteinene som den norske OMV vaksinen består av. (Gjengitt med 
tillatelse fra Lisbeth Næss)  
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MeNZBTM:  
I New Zealand har det vært en epidemi av systemisk gruppe B meningokokk sykdom fra 
tidlig 90-tallet. Epidemien har vært dominert av stamme B:4:P1.7b,4. For å få best mulig 
kontroll over epidemien ble det bestemt å bruke en stammespesifikk vaksine. Det ble tatt 
utgangspunkt i den norske yttermembranvaksinen, MenBvacTM, der stammen ble erstattet 
med den mest dominerende stammen på New Zealand, NZ98/254. Denne har serosubtype 
P1.4(VR2). Vaksinen har vist seg å være en sikker vaksine som gir god beskyttelse (39). 
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1.5 Hensikten med hovedfagsoppgaven 
 
Ved Folkehelseinstituttet har det blitt utviklet en yttermembran vaksine mot gruppe B 
meningokokker (41). Denne vaksinen har ikke markedsføringstillatelse i Europa og forskning 
for å bedre vaksinen pågår. En skreddersydd variant av den norske vaksinen ble tatt i bruk av 
barn og ungdom i New Zealand i 2004(33). Den norske vaksinen kalles MenBvacTM mens den 
vaksinen som er i bruk på New Zealand kalles MeNZBTM. Hovedfagsoppgaven er et ledd i 
forskningen for å få en bedre forståelse av vaksinenes beskyttende evne.   
 
IgG er den viktigste antistoff klassen i serum som kan virke beskyttende mot alvorlige 
infeksjoner (22). Stimulering til å danne IgG antistoffer er derfor ønskelig ved vaksinasjon. 
IgG består av 4 subklasser, IgG1, IgG2, IgG3 og IgG4, og av de ser det ut til at IgG1 og IgG3 
spiller størst rolle i beskyttelsen mot meningokokksykdom (29). Antistoffenes 
bindingsstyrke(affinitet) mot mikroben har en betydning for den beskyttende aktiviteten. Høy 
affinitet gir god beskyttelse, mens lav affinitet gir dårligere beskyttelse. Kryssreagerende 
antistoffer er ønskelig fordi disse antistoffene gir bedre beskyttelse mot flere stammer av en 
bakterie. 
 
Hovedfagsoppgaven går ut på å studere IgG1 og IgG3 anti-meningokokk antistoffer fra 
vaksinerte personer. Ved å kvantitere IgG1 og IgG3 antistoffer mot meningokokker i plasma 
til personer som har blitt immunisert med gruppe B meningokokkvaksinene MenBvacTM og 
MeNZBTM, kan man få en oversikt over hvor god respons vaksinene gir. Antistoffresponsen 
skal undersøkes etter ulike tidspunkt etter 3. og 4.dose. Det er interessant å se om det er noen 
forskjell i antistoffrespons etter 3. og 4.dose og om en 4.dose gir booster respons. IgG1 og 
IgG3 skal også isoleres og studeres i renset form. En eventuell kooperasjon mellom 
subklassene i plasma kan oppdages. Antistoffene skal også testes for bindingsstyrke(affinitet) 
mot de ulike vaksinene. Man skal også se på affinitet ved kryssreaksjon for å se om den blir 
høyere etter 4.dose og om den øker mest ved homogen, heterogen eller 
kombinasjonsvaksinering ved 4. dose.  
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2. MATERIALER OG METODER 
 
2.1 Bakgrunn for forsøkene 
 
Vaksinene MenBvacTM og MeNZBTM: 
Folkehelseinstituttet har utviklet en vaksine mot serogruppe B meningokokksykdom og den 
norske yttermembranvaksinen, MenBvacTM, er fremstilt fra en B:15:P1.7,16 
meningokokkstamme(44/76) ved fermenteringsvekst og ekstrahering av bakterien med 
vaskemiddelet deoxycholate. Yttermembranvesiklene ble renset ved ultrasentrifugering og 
adsorbert til aluminiumhydroksidadjuvans. Yttermembranvesiklene bestod av klasse 1, 3, 4 og 
5 proteinene og noen mindre proteinkomponenter. I tillegg bestod vaksinen av 8 % 
fosfolipider, 7 % lipopolysakkarider og 16 % deoxycholate (41). 
 
Vaksinen som blir brukt mot serogruppe B meningokokksykdom i New Zealand, MeNZBTM, 
er en skreddersydd variant av den norske vaksinen, MenBvacTM, men den ble fremstilt fra en 
B:4:P1.7b,4 meningokokkstamme (NZ98/254). Fremstillingen er ellers den samme som for 
den norske vaksinen (39). 
 
Vaksineforsøket VA01-01:  
Ved Folkehelseinstituttet ble det i 2004 og 2005 utført et vaksineforsøk kalt VA01-01. 
Vaksineforsøket er delt inn i to forsøk, VA01-01A og VA01-01B. I VA01-01A ble 85 friske 
voksne delt inn i tre grupper, gruppe A, B og C. Forsøkspersonene ble vaksinert med 3 doser 
av enten MenBvacTM (25 µg) eller MeNZBTM (25 µg) eller MenBvacTM + MeNZBTM (12,5 µg 
av hver vaksine) Den sistnevnte er en blanding av de to vaksinene, MenBvacTM og MeNZBTM 
(12,5 µg av hver vaksine). I VA01-01B ble fjerde dose med enten MenBvacTM (25 µg) eller 
MeNZBTM (25 µg) eller MenBvacTM + MeNZBTM gitt til noen av forsøkspersonene fra VA01-
01A. Vaksinene ble satt intramuskulært.  Tabell 2.1 viser hvordan vaksinene ble fordelt til de 
ulike forsøkspersonene. 
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Tabell 2.1: Oversikt over fordelingen av vaksinene, MenBvacTM og MeNZBTM i vaksineforsøket VA01-01.   
VA01-01A VA01-01B 
Gruppe A 
Tre doser med MenBvacTM 
Gruppe A1: MenBvacTM (1/3) 
Gruppe A2: MeNZBTM (2/3) 
Gruppe B 
Tre doser med MeNZBTM 
Gruppe B1: MeNZBTM(1/3) 
Gruppe B2: MenBvacTM(2/3) 
Gruppe C 
Tre doser med MenBvacTM + MeNZBTM    
Gruppe C: 
MenBvacTM + MenBvacTM(alle) 
 
Vaksineforsøket ble delt inn i ulike Visit etter når det ble gitt vaksine, tatt blodprøve og når 
det ble samlet opp plasmaprøver. Tabell 2.2 viser når de ulike vaksinene og prøvene ble tatt.  
I forsøkene referert til i denne oppgaven ble plasmaprøver fra Visit 4, Visit 6 og Visit 7 brukt. 
 
Tabell 2.2: Oversikt over tidsforløpet for vaksinering og prøvetaking. 
 VISIT 
1 
VISIT 
2 
VISIT 
3 
VISIT 
4 
VISIT 
5 
VISIT 
6 
VISIT 
7 
VISIT 
8 
Tid Dag 1 6-8 
uker 
etter 
1.dose 
6-8 
uker 
etter 
2.dose 
1-2 
uker 
etter 
3.dose 
6-8 
uker 
etter 
3.dose 
10-12 
måneder 
etter 
3.dose 
1-2 
uker 
etter 
4.dose 
4-6 
dager 
etter 
4.dose 
Vaksine 1.dose 2.dose  3.dose  4.dose   
Blodprøve x x x  x x x x 
Plasmaprøve x   x  x x  
 
Forsøkspersoner: 
Plasmaprøver fra de vaksinerte forsøkspersonene ble brukt i mine forsøk. Det var tilgjengelig 
57 plasmaprøver fra Visit 4, 36 plasmaprøver fra Visit 6 og 28 plasmaprøver fra Visit 7. Først 
ble det utført en screening av de ulike plasmaprøvene. Der ble det observert hvilke 
plasmaprøver fra de ulike forsøkspersonene som skulle være med videre. Metoden som ble 
brukt kalles ELISA og denne blir beskrevet i detalj i avsnitt 2.2.  De forsøkspersonene som 
fikk lav antistoffrespons ble ikke tatt med videre. Totalt 14 forsøkspersoner fra Visit 4 og 7 
forsøkspersoner fra Visit 6 og Visit 7 ble valgt ut. Det ble tatt med forsøkspersoner fra både 
gruppe A, B og C fra VA01-01 forsøket og gruppe A1, A2, B1, B2 og C fra VA010-1B 
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forsøket. Hva de ulike forsøkspersonene hadde blitt vaksinert med fra VA01-01 forsøket står 
beskrevet i tabell 2.3.  
 
Tabell 2.3: Oversikt over hvilke vaksiner forsøkspersonene ble gitt  
 
Forsøksperson 
VA01-01A 
(1., 2. og 3.dose) 
VA01-01B 
(4.dose) 
1 MeNZBTM MenBvacTM 
2 MenBvacTM + MeNZBTM MenBvacTM + MeNZBTM 
3 MenBvacTM MeNZBTM 
4 MeNZBTM MeNZBTM 
5 MenBvacTM MenBvacTM 
6 MenBvacTM MeNZBTM 
7 MeNZBTM MenBvacTM 
8 MenBvacTM MenBvacTM 
9 MeNZBTM MenBvacTM 
10 MenBvacTM MeNZBTM 
11 MenBvacTM + MeNZBTM MenBvacTM + MeNZBTM 
12 MenBvacTM + MeNZBTM MenBvacTM + MeNZBTM 
13 MenBvacTM + MeNZBTM MenBvacTM + MeNZBTM 
14 MenBvacTM + MeNZBTM MenBvacTM + MeNZBTM 
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2.2 ELISA (kvantitering av IgG og subklassene IgG1 og IgG3) 
 
2.2.1 Prinsipp 
 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) er en immunologisk metode med høy 
spesifisitet og sensitivitet. Metoden brukes i klinisk diagnostikk, forskning og som basis i 
immunologiske målemetoder. ELISA kan brukes for å påvise og kvantitere antistoffer, og for 
å påvise og kvantitere antigen. 
 
ELISA består av flere trinn for å kunne måle tilstedeværelsen av antistoffer eller antigen (fig 
2.1). I forsøkene nevnt nedenfor ble tilstedeværelsen av IgG antistoffer målt. Første trinn 
består av coating av ELISA plater. Dette er en uspesifikk binding mellom antigen og 
brønnene i ELISA platene. I trinn 2 tilsettes prøven man vil undersøke. Eventuelle antistoffer 
spesifikke mot det aktuelle antigenet, vil binde seg til coaten. Deretter blir ubundet antistoff 
vasket bort i trinn 3.      
 
I trinn 4 tilsettes en blanding av biotin-konjugert antihuman IgGFc-antistoff spesifikt rettet 
mot de humane IgG antistoffene i prøvene, streptavidin og biotin-konjugert alkalisk fosfatase 
(ALP). Ubundet konjugat vaskes bort (trinn 5).  
 
Streptavidin er et glykoprotein som har fire bindingsseter med høy affinitet for biotin og 
kobler de to biotinylerte komponentene sammen (47).  
 
Fremkalling av reaksjonen skjer ved at substrat tilsettes (trinn 6) og enzymet i konjugatet 
katalyserer omdanning av substratet til et farget reaksjonsprodukt. Produktet måles med et 
spektrofotometer ved en bestemt bølgelengde, og intensiteten til det fargede produktet er 
proporsjonal med mengden antistoff som har bundet seg (14,31). 
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1. Overflaten til mikrotiterbrønner  
coatet med antigen 
 
2. Prøver tilsettes. 
Spesifikke humane antistoffer  
mot coatet antigen bindes 
 
3. Ubundet antistoff vaskes bort 
 
 
4.    Humane anti-IgG antistoffer  
 konjugert til enzym tilsettes  
 
 
5. Ubundet antistoff vaskes bort 
 
 
 
6. Substrat tilsettes og reagerer med enzym  
Mengden av farget reaksjonsprodukt måles. 
 
 
Figur 2.1: De ulike trinnene i ELISA. 
 
I noen forsøk var det ønskelig å kvantitere subklasser av IgG antistoffer. Dette krever en 
annen fremkalling enn metoden for IgG vist i figur 2.1. Etter at ubundet prøve er vasket bort 
(trinn 3), tilsettes et monoklonalt antistoff fra mus som er spesifikt rettet mot den IgG 
subklassen man ønsker å måle/detektere (her IgG1 og IgG3). Ubundet museantistoff blir 
vasket bort. Deretter setter man til en blanding av et biotin-konjugert antimus IgGFc-antistoff, 
streptavidin og biotinkonjugert alkalisk fosfatase. Ubundet konjugat vaskes bort. 
Fremkallingen med substrat er den samme som for IgG.  
 
2.2.2 Utstyr 
 
 Mikrotiterplater med flat bunn- Nunc-Immunoplate Maxisorb F96 fra Nune, Danmark 
 Plastfolie 
  MATERIALER OG METODER   
 
   
 
25
 Reagensrør 
 Finnpipette 0,5-1000µL fra Thermo Labsystems 
 Gaffelpipette 50-300µL fra Thermo Labsystems 
 Pipettespisser 
 Erlenmeyerkolber 
 Målesylinder 
 Spatel 
 ELISA-vasker, Skatron Skanwasher 300 
 Varmeskap innstilt på 37oC 
 ELISA-mikrotiterplate avleser, Molecular Devices Thermomax (innstilt på  405nm) 
 PC med programvare som: 
- SoftMax for Windows fra SoftMax Inc 
- Microsoft Office Excel 
- GraphPad Prism 4 fra Graphpad Software Inc 
 
2.2.3 Reagenser og løsninger 
 
 Vaskebuffer: 
MilliQvann m/ 0,02 % NaN3 
PBS m/ 0,05 % tween 20  
 Fortynningsbuffer: 
PBS m/ 0,02 % NaN3 
PBS m/ 0,05 % tween 20  
 Coatemateriale: 
OMV 44/76 
OMV NZ98/254 
 Monoklonale museantistoffer: 
HP 6069 Anti-human IgG1 Fc  
HP 6050 Anti-human IgG3 Hinge 
 Konjugat: 
S2099#7, biotin-konjugert antimusIgGFc-antistoff  
S298#5, biotin-konjugert antihumanIgGFc-antistoff  
 ALP, biotin-konjugert alkalisk fosfatase 
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 Streptavidin 
 NPP(p-NitroPhenylphosphat Disodium) tabletter  
 Dietanolaminbuffer – 10 % pH 9,8  
 
Se vedlegg 1 for nærmere opplysninger om reagensene og løsningene. 
 
2.2.4 Prosedyre for kvantitering av IgG1 og IgG3  
 
Coating av ELISA-plater:  
OMV preparat isolert fra to ulike meningokokkstammer, 44/76 og NZ 98/254 ble brukt som 
coat på hver sine plater. OMV fra meningokokkstamme 44/76 og NZ 98/254 er det samme 
som vaksinene er laget av. Det er viktig at konsentrasjonen av OMV er tilstrekkelig høy, slik 
at brønnene blir mettet med antigen og det blir høy følsomhet under forsøkene. Under 
inkubering vil antigenet (OMV) passivt adhere til plastoverflaten på ELISA-platen og sitte 
fast under resten av ELISA-prosedyren. Erfaringer fra egne oppsett og tidligere analyser ved 
Folkehelseinstituttet har vist at 4 µg/ml er en egnet konsentrasjon av OMV til dette formålet.  
 
OMV løsningene ble fortynnet til 4 µg/ml i PBS m/0,02 % NaN3. Hver brønn ble tilsatt 100µl. 
De ferdige platene ble dekket med plastfolie og inkubert ved 4 °C i minimum 2 døgn. Disse 
platene er holdbare i minst 6 uker.  
 
 
Tilsetting av prøver og standard: 
Etter at ELISA platene hadde stått til inkubering i minimum 2 døgn, ble platene vasket 5 
ganger i ELISA-vasker med vaskebufferne, og var så klare for påsetting av prøver og 
standard. Plasmaprøvene ble fortynnet i PBS m/ 0,05 % tween 20 i to-foldsfortynningsrekke, 
7 trinn totalt, hovedsakelig med startfortynning på 1:20 for kvantitering av IgG1 og 1:5 for 
kvantitering av IgG3. Plasmaprøvene var i tillegg fra før fortynnet ca 1:3 grunnet måten 
prøvene var preparert på, slik at den reelle fortynningen blir 1:60 for IgG1 og 1:15 for IgG3. 
Det ble også prøvd andre startfortynninger for å tilpasse de individuelle prøvene og dermed gi 
høy nok OD ved avlesning. Standarden som ble brukt er den standarden som ble kalibrert mot 
de kimere antistoffene. Standarden ble fortynnet i PBS m/ 0,05 % tween 20 til 
startkonsentrasjon på 0,22 µg/ml for bestemmelse av IgG1 mot OMV 44/76 og 0,23 µg/ml for 
bestemmelse av IgG1 mot OMV NZ98/254. For bestemmelse av IgG3 ble 
startkonsentrasjonen satt til 0,19 mot både stamme 44/76 og NZ98/254. Den ble fortynnet i 
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to-foldsfortynningsrekke, totalt 7 trinn.. Hver fortynning ble tilsatt i duplikater og det ble 
tilsatt 100µL i hver brønn. I 2-4 av brønnene, alt etter hva som skulle bestemmes på platene, 
ble det kun tilsatt PBS/tween. Disse brønnene fungerte som ”blank” ved avlesning på ELISA- 
avleser. Platene ble satt til inkubering over natten ved romtemperatur.    
 
Tilsetting av spesifikke antistoff mot IgG1 og IgG3: 
Etter inkubering av prøvene over natten, ble platene vasket 5 ganger før tilsetting av 
monoklonale muse-antistoff som var spesifikke for human IgG-subklasse av type IgG1 eller 
IgG3. De monoklonale muse-antistoffene som ble brukt var HP6069 og HP6050. HP6069 er 
spesifikt rettet mot Fc-delen av human IgG1 mens HP6050 er spesifikk rettet mot 
hengselsregionen til human IgG3. De spesifikke antistoffene mot IgG1 og IgG3 ble fortynnet 
hver for seg i PBS m/ 0,05 % tween 20 til 1:4000 for de fleste forsøk, men noen forsøk ble 
utført med en fortynning på 1:2000. 100µL av fortynnet HP6069 ble tilsatt i de brønner der 
IgG1 skulle kvantiteres og tilsvarende for fortynnet HP6050. Platene ble inkubert ved 37oC i 2 
timer, og deretter vasket i ELISA-vasker 5x.      
 
Fremkallingsreaksjoner: 
En blanding ble laget av biotin-konjugert antistoff, S2099, biotin-konjugert alkalisk fosfatase, 
ALP, og streptavidin. Alle komponentene i blandingen var fremstilt på Folkehelseinstituttet 
og ble fortynnet i PBS m/ 0,05 % tween 20 i følgende rekkefølge med disse konsentrasjonene: 
 
1. biotinylert antistoff, (1:8000) 
2. biotinylert enzym, ALP, (1:10000) 
3. streptavidin, (1:6000) 
 
Det er viktig at de biotinylerte komponentene blandes først, for så å tilsette streptavidin, slik 
at konjugatene kan bindes likt til streptavidin, som har bindingsseter for biotin. 100µL av 
blandingen ble tilsatt i hver brønn og platene ble inkubert ved 37oC i 2 timer, og deretter 
vasket i ELISA-vasker 5 ganger.  
 
Substratløsningen ble laget ved å løse opp NPP- tabletter i 10 % dietanolaminbuffer. Det 
trengs 5 ml buffer per NPP-tablett og tablettene måtte løses i bufferen like før bruk. Det er 
viktig at løsningen står lysbeskyttet mens tablettene løses opp. 100µL av substratløsningen ble 
tilsatt hver brønn. Platene ble inkubert ved 37oC og avlest på ELISA avleser ved ønsket 
absorbans.  
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Avlesning og videre arbeid med resultatene: 
Platene ble avlest på ELISA-avleser ved 405 nm ved tre ulike tidspunkter. etter ulike 
tidspunkt med et program som kalles SoftMax. Tidspunktene for avlesning var etter 1 time, 2 
timer og over natt inkubering med substrat for alle plater. Dette for seinere å kunne velge ut et 
mest mulig ”optimalt” avlesningstidspunkt for de fleste prøvene. Brønnene som ble tilsatt 
PBS m/ 0,05 % tween 20 ble brukt som blank og var et mål på hvor mye bakgrunn det hadde 
vært under forsøkene. Dette ble trukket fra til videre beregninger.  
 
Alle resultatene ble registrert i ELISA-avleserens program, Softmax. Etter overføring av disse 
til Excel og GraphPad Prism, ble det laget en standardkurve som kunne brukes til utregning 
av konsentrasjonen for de ukjente prøvene. God parallellitet mellom doseresponskurven for 
standard og for ukjent prøve er en forutsetning for en nøyaktig beregning av konsentrasjonen 
til antistoffene i prøvene. Konsentrasjonen ble regnet ut ved å gjøre en interpolering i 
GraphPad Prism. 
 
2.2.5 Prosedyre for kvantitering av IgG 
 
For å bestemme total mengde IgG antistoff i prøvene ble det også utført ELISA. Forsøket 
utføres på omtrent samme måte som for kvantitering av IgG1 og IgG3 under punkt 2.2.4, men 
med disse unntakene: 
- startfortynningen av prøver ble satt til 1:40 for kvantitering av total IgG  
- standarden ble fortynnet til startkonsentrasjon på 0,13 µg/ml for bestemmelse 
av IgG antistoffer mot OMV 44/76 og 0,14 µg/ml for bestemmelse av IgG mot 
NZ98/254   
- det ble ikke tilsatt spesifikke antistoffer mot IgG1 og IgG3 
- det ble tilsatt et annet biotin-konjugert antistoff, s298#5, sammen med ALP-
biotin og streptavidin. Dette er et antihuman IgGFc-antistoff spesifikt rettet 
mot de humane IgG antistoffene i prøvene. Fortynningen ble satt til (1:8000) 
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2.3 MÅLING AV AVIDITET VED ELISA-METODE 
 
2.3.1 Prinsipp 
 
Ved å bruke en variant av ELISA-metoden kan aviditeten til antistoffene måles. Denne 
metoden gir mulighet til å sammenlikne ulike antistoffers bindingsstyrke til et bestemt 
antigen/en bestemt coat. Ammoniumthiocyanat(NH4SCN) er et kaotropt stoff som i ulik grad 
kan løse antistoffer fra sine antigen. Jo høyere konsentrasjon av det kaotrope stoffet som må 
til for å løse antistoffet fra antigenet/coaten, jo høyere aviditet har antistoffet (29).  
 
Aviditet er en kombinasjon av affinitet, bindingsstyrken mellom et antigenbindingssete og en 
epitop, og valens, antall antigenbindingsseter som er tilgjengelig for å binde epitoper på et 
antigen. Høy affinitet er viktig for effektiviteten til antistoffer, men så lenge bindingen 
mellom antigenbindingssetet og epitopen er ikke-kovalent, altså reversibel, spiller graden av 
valens en stor rolle. Høy valens er å foretrekke (22, 7).  
 
Høy aviditet til et antigen er viktig for å nøytralisere mikrober og toksiner, opsonisere 
mikrober og aktivere komplement. Antistoff som har bundet seg til antigen med høy aviditet 
blir fjernet raskt fra kroppen av fagocyterende celler (7). 
 
Antistoffenes bindingsstyrke (affinitet) har betydning for den beskyttende aktiviteten. Høy 
affinitet gir god beskyttelse mens lav affinitet gir dårligere beskyttelse.  
 
Måling av aviditeten ble utført på subklassene IgG1 og IgG3 og IgG i plasma. Aviditeten ble 
samtidig målt på fraksjonene etter kromatografisk separasjon. Aviditeten ble også målt og 
sammenlignet i plasma og renset plasma.  
 
2.3.2 Utstyr 
 
 Mikrotiterplater med flat bunn- Intermed Nunc-Immunoplate Maxisorb F96 
 Plastfolie 
 Reagensrør 
 Finnpipette 0,5-1000µL  
 Gaffelpipette 50-300µL fra Thermo Labsystems 
 Pipettetipper 
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 Erlenmeyerkolber 
 Målesylinder 
 Spatel 
 Veieskip 
 Vekt, Sartorius   
 ELISA-vasker, Skatron Skanwasher 300 
 Varmeskap innstilt på 37oC 
 ELISA-mikrotiterplate avleser, Molecular Devicer Thermomax (405nm) 
 PC med programvare som: 
- SoftMax for Windows fra SoftMax Inc 
- Microsoft Office Excel 
- GraphPad Prism 4 fra Graphpad Software Inc 
 
2.3.3 Reagenser og løsninger 
 
 Vaskebuffer: 
MilliQvann m/ 0,02 % NaN3 
PBS m/ 0,05 % tween 20  
 Fortynningsbuffer: 
PBS m/ 0,02 % NaN3 
PBS m/ 0,05 % tween 20  
 Coatemateriale: 
OMV 44/76 
OMV NZ98/254 
 Ammoniumthiocyanat(NH4SCN), 4M, 3M, 2M, 1M, 0,5M, 0,25M 
 Monoklonale museantistoffer: 
HP 6069 Anti-human IgG1 Fc  
HP 6050 Anti-human IgG3 Hinge 
 Konjugat: 
S2099#7, biotin-konjugert antimusIgGFc-antistoff (sau-antimus) 
S298#5, biotin-konjugert antihumanIgGFc-antistoff (sau-antihuman) 
 ALP, biotin-konjugert alkalisk fosfatase 
 Streptavidin 
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 NPP(p-NitroPhenylphosphat Disodium) tabletter  
 Dietanolaminbuffer – 10 % pH 9 
 
Se vedlegg 1 for nærmere opplysninger om reagensene og løsningene. 
 
 
2.3.4 Prosedyre:  
 
Tilsetting av prøver og ammoniumthiocyanat: 
Det ble laget ammoniumthiocyanatløsninger med ulike konsentrasjoner ved å veie inn 
tørrstoff av ammoniumthiocyanat, og deretter løse og fortynne tørrstoffet med PBS m/0,02 % 
NaN3. Det ble laget 6 ulike løsninger og de hadde en konsentrasjon på 4,0M, 3,0M, 2,0M, 
1,0M, 0,5M og 0,25M. Løsningene har god holdbarhet og ble satt på kjølerommet ved 4oC. 
 
I dette forsøket ble hver av prøvene kun påsatt i en fortynning. Ved å utføre en tilsvarende 
analyse som for kvantitering av IgG1 og IgG3 og IgG ble denne fortynningen bestemt. Den 
fortynningen som ga en absorbans/OD tilnærmet 1, etter 2 timer med inkubering, ble benyttet 
videre i analysen.  
 
Hver prøve og standarden ble fortynnet til den fortynningen bestemt over. 100µL av hver 
prøve og standarden ble tilsatt i 2x7 brønner på ELISA plater som på forhånd var coatet med 
OMV fra stamme 44/76 eller stamme NZ98/254. I tillegg ble 2 av brønnene kun tilsatt PBS 
m/0,02 % NaN3, og disse brønnene fungerte som ”blank” ved avlesning på ELISA-avleseren. 
Platene ble inkubert over natt i romtemperatur og deretter vasket i ELISA–vasker(5x).  
 
Tilsetting av ammoniumthiocyanat: 
100 µL av de ulike ammoniumthiocyanatkonsentrasjonene ble tilsatt i duplikater for hver av 
prøvene. To av brønnene ble ikke tilsatt ammoniumthiocyanatløsning, men istedenfor tilsatt 
PBS m/0,02 % NaN3. Absorbansen for disse brønnene ble benyttet som utgangspunkt for 
beregninger av aviditet. Platene ble inkubert i 30 minutter ved romtemperatur og deretter 
vasket i ELISA vasker.  
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Tilsetting av spesifikt antistoff og fremkallingsreaksjoner:  
Der aviditeten til subklassene skulle bestemmes ble tilsetting av spesifikt antistoff, biotin-
konjugert antistoff, biotinkonjugert alkalisk fosfatase, streptavidin og substrat utført på 
samme måte som for kvantitering av IgG1 og IgG3 under punkt 2.2.4. Der aviditeten til IgG 
skulle bestemmes, ble tilsetting av disse reagensene gjort på samme måte som for kvantitering 
av IgG under punkt 2.2.5.  
 
Avlesning og videre arbeid med resultatene: 
Avlesning ble utført på samme måte som for kvantitering av IgG1 og IgG3 og IgG. Ved hjelp 
av resultater fra Softmax og Excel, ble aviditeten beregnet ved å gjøre en interpolering i 
GraphPad Prism. De avleste OD-verdiene ble overført til GraphPad Prism hvor verdiene ble 
analysert og det ble tegnet en doseresponskurve for hver prøve. Ut ifra disse kurvene ble det 
beregnet ved hjelp av interpolering ved hvilken ammoniumthiocyanatkonsentrasjon OD-
verdien er blitt redusert til 50 % av OD-verdien til de brønnene uten tilsetting av 
ammoniumthiocyanat. Denne konsentrasjonen vil gi et uttrykk for aviditeten til de ulike 
antistoffene, hvor det antistoffet med høyest ammoniumthiocyanatkonsentrasjon ved 50 % 
OD-reduksjon, vil være det antistoffet med høyest aviditet.  
 
 
2.4 KALIBRERING AV STANDARD 
 
2.4.1 Prinsipp 
 
En standard med kjent konsentrasjon av antistoff mot OMV fra meningokokk gruppe B 
stamme 44/76 og stamme NZ98/254 ble brukt ved hvert ELISA forsøk som ble satt opp. 
Denne standarden måtte kalibreres. Det var viktig at standarden ga god antistoffrespons av 
subklasse IgG1 og IgG3 mot OMV fra stamme 44/76 og NZ98/254. Standarden ble 
sammenliknet med kimere antistoff og det ble utført en kvantitering av IgG subklasser mot 
både OMV 44/76 og NZ98/254.  
 
Kimere antistoffer med human konstante regiondomener og variable regiondomener fra mus, 
spesifikke for NIP hapten ble brukt i dette ELISA forsøket. Hensikten med å bruke kimere 
antistoffer som kalibratorer, er å kvantitere IgG subklasse antistoff responsen mot OMV 44/76 
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og OMV NZ98/254 i gravimetriske enheter (µg/ml) (48). Det har aldri blitt gjort 
kvantiteringer av IgG subklasser mot OMV NZ98/254 før. 
 
2.4.2 Utstyr 
 
Det ble brukt samme utstyr som under kvantitering av IgG1 og IgG3 under punkt 2.2.4. 
 
2.4.3 Reagenser og løsninger 
 
Det ble brukt de samme reagensene og løsningene som under kvantitering av IgG1 og IgG3 
under punkt 2.2.4. 
I tillegg ble også disse reagensene brukt: 
 
 Coatemateriale: 
BSANIP3,2 
BSANIP16 
BSANIP80 
 Kimere antistoff: 
IgG1αNIP  
IgG3αNIP  
 
Se vedlegg 1 for nærmere opplysninger om reagensene og løsningene. 
 
 
2.4.4 Prosedyre 
 
Coating av ELISA plater:  
ELISA plater ble coatet slik at antistoff skulle bindes til brønnene i platene. OMV preparat 
isolert fra to ulike meningokokkstammer, 44/76 og NZ98/254, og NIPBSA antigen ble 
fortynnet i PBS tilsatt 0,02 % natriumazid og brukt som coat på platene. NIPBSA antigen 
hadde tre ulike konsentrasjoner av NIP, NIPBSA3,2 NIPBSA16 og NIPBSA80, og alle ble testet 
ut. 1/3 av platen ble coatet med OMV 44/76, 1/3 med OMV NZ98/254 og 1/3 med ulike typer 
NIPBSA. Det ble tilsatt 100µl per brønn og konsentrasjonen var både 1 µg/ml og 4 µg/ml. 
Platene ble satt til inkubasjon ved 4 oC i minimum to døgn. 
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Tilsetting av plasmaprøver, serumprøver og kimere antistoffer: 
Plasmaprøver og serumprøver ble sammenliknet med de kimere antistoffene, IgG1αNIP og 
IgG3αNIP, med kjent konsentrasjon. ELISA platene ble vasket i ELISA vasker (5 ganger) og 
var så klare for påsetting av prøver og kimere antistoff. Plasmaprøvene ble fortynnet i PBS m/ 
0,05 % tween 20 i to-foldsfortynningsrekke, 7 trinn totalt, med startfortynning på 1:80 for 
kvantitering av IgG1 og 1:20 for kvantitering av IgG3. Plasmaprøvene var i tillegg fra før 
fortynnet ca. 1:3 grunnet måten prøvene var preparert på, slik at den reelle fortynningen ble 
1:240 for IgG1 og 1:60 for IgG3. De kimere antistoffene ble fortynnet til startkonsentrasjon 
på 0,2 µg/ml for bestemmelse av IgG1 og IgG3. Prøvene ble tilsatt der OMV44/76 og OMV 
NZ98/254 var coatet og de kimere antistoffene ble tilsatt der NIPBSA var coatet. Hver 
fortynning ble tilsatt i duplikater og det ble tilsatt 100 µl i hver brønn. I to til fire av brønnene, 
alt etter hva som skulle bestemmes på platene, ble det kun tilsatt PBS m/ 0,05 % tween 20. 
Disse brønnene fungerte som ”blank” ved avlesning på ELISA-avleser. Platene ble satt til 
inkubering over natt ved romtemperatur. 
 
Tilsetting av spesifikke antistoff, fremkalling av reaksjon og avlesning: 
Tilsetting av spesifikke antistoff, fremkalling av reaksjon og avlesning av absorbansverdiene 
ble utført på samme måte som for kvantitering av IgG1 og IgG3 antistoffer under punkt 2.2.4. 
 
Videre arbeid med resultatene:  
Alle beregninger ble utført fra resultatene fra Softmax ved hjelp av Excel og GraphPad Prism. 
Det ble laget dose/responskurver av de kimere antistoffene med kjent konsentrasjon og for 
standarden. Ved god parallellitet mellom dose/responskurven for de kimere antistoffene og 
standarden kan konsentrasjonen til antistoffene i standarden beregnes og bestemmes. Det er 
da gjort en kalibrering av standarden slik at denne får en kjent konsentrasjon.  
 
 
2.5 AFFINITETSKROMATOGRAFI 
 
2.5.1 Prinsipp 
Kromatografi er en samlebetegnelse på separasjonsmetoder som er basert på det prinsipp at 
stoffer som skal separeres fordeler seg ulikt mellom to faser. Den ene fasen er mobil mens den 
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andre er stasjonær. Affinitetskromatografi er en separasjonsmetode som renser stort sett alle 
biomolekyler ut ifra deres biologiske funksjon og kjemiske struktur.   
 
Affinitetskromatografi er en type adsorbsjonskromatografi, hvor molekylet som skal renses er 
spesifikt og reversibelt absorbert av en komplementær bindingssubstans (ligand) immobilisert 
på en fast fasematrix. Liganden bindes kovalent til matrix og opprettholder deres spesifikke 
bindingsaffinitet for substansene som er av interesse. Metoden gjør det mulig å selektivt avgi 
bundet substans i en aktiv form etter at ubundet materiale er vasket bort. Det kan være høy 
selektivitet ved separasjonsmetoden pga. den naturlige spesifisiteten av de interagerende 
molekylene. Affinitetskromatografi kan derfor bli brukt til å rense substanser fra komplekse 
biologiske blandinger, separere bioaktive fra bioinaktive stoffer fra samme substans og fjerne 
små mengder av biologisk materiale fra store mengder kontaminerte substanser. Det bundne 
molekylet elueres ved å innføre konkurrerende stoffer eller ved å innføre dissosierende 
betingelser som ekstrem pH, høy ionestyrke eller denaturerende midler (49). 
 
HiTrapTM Protein A HP er en ferdigpakket og bruksklar kolonne for preparativ rensing av 
monoklonale og polyklonale antistoffer. Søyla er pakket med Protein A SepharoseTM og er 
laget for rensing og isolering av monoklonale og polyklonale IgG fra ascites, serum og 
cellekultur supernatanter (50). 
 
Protein A er produsert av en utvalgt stamme av Staphylococcus aureus. Protein A består av 
seks ulike regioner hvorav fem viser sterk spesifikk binding til Fc delen av IgG. IgG1, IgG2 
og IgG4 hos mennesker bindes godt mens IgG3 bindes i liten eller ingen grad. Regionene 
bindes ikke til antigenbindingssetet (50). 
 
Renset Protein A er koplet til kryssbundet agaraosepartikler ved hjelp av N-
hydroxysuccinimid aktiveringsmetode. Denne bindingsmetoden gir høy kapasitet og god 
ytelse. Protein A søylen i dette forsøket har en bindingskapasitet på omtrent 20 mg humant 
IgG per ml gel (50). 
 
PBS m/0,02 % NaN3 blir brukt som bindingsbuffer og acetatbuffer med ulik pH blir brukt 
som elueringsbuffer.   
 
2.5.2 Utstyr 
 Sprøyter 1ml, 2ml og 5ml, BD plastipakTM, 
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 Kanyler, Sterican fra Braun og BD MicrolanceTM 3 
 Filter 0,22µm, Schleicher & Microscience  
 LC-instrument, GradiFrac-system fra Pharmacia  
 Søyle, HiTrapTM Protein A HP 1ml 
 Reagensrør, 15 ml 
 Universalindikator pH 0-14 fra Merck 
 Oppkonsentreringsrør, Amicon Ultra fra Millicore 
 Sentrifuge, GP-centrifuge fra Beckman 
 pH-meter, Radiometer Copenhagen 
 
Reagenser og løsninger 
 Buffer: 
PBS m/ 0,02 % NaN3 
0,2M Natriumacetat pH 6.0 
0,2M Natriumacetat pH 4,9 
0,2M Natriumacetat pH 4,5 
0,2M Natriumacetat pH 4.0  
0,2M Trisbuffer pH 8,5 
0,2M Eddiksyre 
 
Se vedlegg 1 bak for nærmere opplysninger om reagensene og løsningene. 
 
2.5.3 Prosedyre 
Det var utfelling til stede i prøvene som skulle separeres, så prøvene ble filtrert gjennom et 
0,22 µm filter for å hindre tilstopping av kolonnen.  
 
Kolonnen ble koblet til bufferpumpe, detektor med skriver og fraksjonssamler ved hjelp av 
slangeoverganger (fig 2.2). Fraksjonssamleren ble fylt opp med reagensrør, skriveren innstilt 
med papirhastighet på 1, strømningshastighet på 0,5 ml/min, fraksjonsvolum på 1 ml og 
sensitiviteten på 1 og 2. Før prøven ble applisert, måtte det kontrolleres at det ikke var luft i 
systemet, hovedsakelig i slanger og detektor. Søylen var koplet fra mens dette ble utført. PBS 
m/0,02 % NaN3 ble brukt for å skylle gjennom systemet til all luft var fjernet. Søylen ble 
koblet til og appliseringsbufferen, PBS m/0,02 % NaN3, ble skylt igjennom slik at eventuelt 
luft i søylen ble fjernet.  
  MATERIALER OG METODER   
 
   
 
37
 
Figur 2.2: Apparaturoppstilling ved affinitetskromatografi (61). 
 
Systemet er nå klart for isolering av IgG1 og IgG3. PBS m/0,02 % NaN3 ble brukt som 
appliseringsbuffer når filtrert prøve ble injisert. Den filtrerte prøven ble trukket opp i en 
sprøyte og deretter injisert i systemet ved hjelp av en ventilinjektor (loopinjektor). 
Prøvestørrelsene varierte mellom 1, 3 og 5 ml. Systemet ble deretter startet.  
Antistoffer av IgG3 binder seg i liten grad til Protein A søylen slik at IgG3 blir eluert ut først 
ved bruk av appliseringsbufferen PBS m/0,02 % NaN3. For å oppnå best mulig separasjon ble 
det brukt buffere med ulik pH. Dette var 0,2M Natriumacetatbuffere med ulike pH verdier 
som 6.0, 4.9, 4.5 og 4.0. pH i løsningene ble målt før bruk. Søyla ble skylt godt med de ulike 
bufferne. Antistoffer av IgG1 antistoffer ble eluert fra søylen ved pH 4.0. Før IgG1 ble eluert 
ved pH 4.0 ble det tilsatt 160 µl 2M Tris-buffer med pH 8.5 til 1 ml fraksjon i reagensrørene i 
fraksjonssamleren der IgG1 ble eluert. Dette ble gjort for å for å bevare aktiviteten til 
antistoffmolekylene som ble eluert ved sur pH og dermed opprettholde en nøytral pH. 
Deretter ble søyla skrubbet med 0,2 M eddiksyre for å få vekk rester av prøven som fortsatt 
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var bundet på søyla. Eddiksyre ble tilsatt på samme måte i systemet som de andre 
elueringsbufferene. PBS m/0,02 % NaN3 ble tilsatt tilslutt for å få en nøytral pH i systemet. 
Underveis ble pH målt for å sikre at systemet hadde riktige betingelser. 
 
Ut ifra kromatogrammet kunne man se hvilke fraksjonsrør som var viktig til videre analyser. 
Disse fraksjonene viste klare topper på kromatogrammet og ble samlet i oppkonsentreringsrør 
og kjørt i sentrifugen for oppkonsentrering. Deretter ble fraksjonene tilsatt 0,02 % 
natriumazid for å gjøre fraksjonene stabile og satt på kjølerom. De rensede fraksjonene ble 
testet videre med ulike ELISA metoder.  
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3. RESULTATER 
 
3.1 Etablering og kalibrering av standard 
 
Det skulle etableres en ny standard som ga god antistoffrespons av subklasse IgG1 og IgG3 
mot OMV 44/76 og NZ98/254. Den prøven som egnet seg best som standard, ut ifra de 
prøvene som ble testet, består av en blanding av fire plasmaprøver ved Visit 4 fra ulike 
forsøkspersoner, der en person er vaksinert med MenBvacTM, en med MeNZBTM og to med 
MenBvacTM + MeNZBTM. Forholdet er 1:1:1:1.  
 
De kimere IgG1 og IgG3 antistoffene, anti-NIP IgG1 og anti-NIP IgG3 som ble testet mot 
NIP3,2BSA coat, ga doserespons kurver etter forsøk med ELISA. Ut ifra disse kurvene kunne 
man sammenligne en ny standard som skulle brukes til kvantitering i andre ELISA forsøk. 
Standarden, som ble testet mot OMV 44/76 og NZ98/254 ble sammenlignet med kimere IgG1 
og IgG3 antistoffer og doseresponskurvene viste god parallellitet (fig 3.1-3.4). Ut ifra dette 
kunne konsentrasjonen av OMV spesifikke antistoffer beregnes og standarden fikk en kjent 
konsentrasjon av IgG1 og IgG3 antistoffer mot både OMV 44/76 og NZ98/254. Dette vises i 
tabell 3.1. Det er første gang det blir kalibrert en standard mot OMV NZ98/254 og 
konsentrasjonen av IgG1 og IgG3 antistoffer mot OMV NZ98/254 ble bestemt i gravimetriske 
enheter (µg/ml). 
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Figur 3.1: Kimere IgG1 antistoff brukt som referanse prøve og standard i 2-folds fortynningsrekke med 
startfortynning på (1:240). Platen er coatet med OMV 44/76 og NIP-BSA  
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Figur 3.2: Kimere IgG3 antistoff brukt som referanse prøve og standard i 2-folds fortynningsrekke med 
startfortynning på (1:60). Platen er coatet med OMV 44/76 og NIP-BSA.  
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Figur 3.3: Kimere IgG1 antistoff brukt som referanse prøve og standard i 2-folds fortynningsrekke med 
startfortynning på (1:240). Platen er coatet med OMV NZ98/254 og NIP-BSA.  
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Figur 3.4: Kimere IgG3 antistoff brukt som referanse prøve og standard i 2-folds fortynningsrekke med 
startfortynning på (1:60). Platen er coatet med OMV NZ98/254 og NIP-BSA.  
 
 
Tabell 3.1: Tabellen viser konsentrasjonene til IgG1, IgG3 og IgG antistoffene i standarden 
 IgG1 IgG3 IgG 
44/76 12,9 µg/ml 2,9 µg/ml 15,8 µg/ml 
NZ98/254 13,9 µg/ml 2,9 µg/ml 16,8 µg/ml 
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3.2 Kvantitering av OMV-spesifikke IgG antistoffer 
 
Antistoffresponsen sier noe om effekten til vaksinene. Denne responsen kan sees ved å gjøre 
en kvantitering av vaksinespesifikke IgG antistoffer i plasma til de ulike forsøkspersonene. 
Målingene ble gjort ved hjelp av ELISA-teknikk, ved bruk av mikrotiterplater ”coatet” med 
OMV fra stamme 44/76 og stamme NZ98/254, som er det samme som vaksinene består av, 
henholdsvis MenBvacTM og MeNZBTM. Foruten å måle IgG, ble også IgG1 og IgG3 
subklassene målt hver for seg. Disse subklassene har størst betydning for beskyttelse mot 
bakterieinfeksjoner med høy aktivitet i baktericidi og opsonophagocytose in vitro målinger 
som er vanlig i bruk for surrogattester for vaksinebeskyttelse (58). 
 
Det ble bestemt IgG1, IgG3 og IgG antistoffkonsentrasjon i plasmaprøvene til 7 av 
forsøkspersonene fra Visit 4 (1 til 2 uker etter tredje dose), Visit 6 (fjerde dose, 10 til 12 
måneder etter tredje dose) og Visit 7 (1 til 2 uker etter fjerde dose). Resultatene fra 
kvantiteringen finnes i tabell 3.2 og 3.3 (vedlegg II og III). Disse 7 forsøkspersonene ble valgt 
ut på grunnlag av screening av antistoff nivået og de som hadde høye IgG antistoffnivåer ble 
valgt ut.  
 
3.2.1 Kvantitering av IgG og IgG subklasse antistoffer mot MenBvac TM 
 
Kvantitering av IgG:  
Alle forsøkspersonene som hadde blitt vaksinert med enten MenBvacTM, MeNZBTM eller 
MenBvacTM + MeNZBTM viste IgG respons mot OMV 44/76. 1 til 2 uker etter tredje 
vaksinedose (Visit 4) varierte konsentrasjonen av IgG mellom 2,9 µg/ml og 24,0 µg/ml. 
Medianen var 11,5 µg/ml (figur 3.5 og 3.6) 
 
10 til 12 måneder etter tredje vaksinedose, (Visit 6), varierte konsentrasjonene av IgG mellom 
2,6 µg/ml og 7,7 µg/ml. Medianen var 6,7 µg/ml. Konsentrasjonen av IgG ble redusert for 
seks av forsøkspersonene. Forsøksperson 14 hadde en veldig liten reduksjon i IgG 
konsentrasjonen. Forsøksperson 1 hadde en liten økning i IgG konsentrasjonen (fig. 3.5 og 
3.6). 
1 til 2 uker etter fjerde vaksinedose (Visit 7) varierte konsentrasjonen av IgG mellom 2,6 
µg/ml og 11,5 µg/ml. Medianen var her 7,4 µg/ml. Forsøksperson 5 viste en betydelig økning 
i IgG konsentrasjonen mens 3 av forsøkspersonene viste en liten økning i antistoff 
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konsentrasjonen. Forsøksperson 12 viste ingen endring i IgG konsentrasjonen, mens 
forsøksperson 1 og 14 viste nedgang i antistoffkonsentrasjonen (fig. 3.5 og 3.6). 
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Figur 3.5: Figur 3.5 viser individuell IgG respons mot OMV 44/76 til forsøkspersonene ved de ulike 
prøvetakingstidspunktene, Visit 4, 6 og 7, og da de blevaksinert. No, NZ eller No/NZ før og etter    
--> viser hva de første tre dosene er og hva fjerde dose er. No= norsk vaksine og NZ= vaksine brukt 
i New Zealand.  
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Figur 3.6: Figur 3.6 viser spredningen av IgG respons mot OMV 44/76 til forsøkspersonene ved Visit 4, 6 og 
7. Boksene viser 25 og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene i 
spredningen for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Figuren viser også om det er 
signifikant forskjell mellom Visitene. * = signifikant forskjell, ns= ikke signifikant forskjell. 
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Kvantitering av IgG1: 
Alle forsøkspersonene som hadde blitt vaksinert med enten MenBvacTM, MeNZBTM eller 
MenBvacTM + MeNZBTM viste IgG1 respons mot OMV 44/76. 1 til 2 uker etter tredje 
vaksinedose (Visit 4) varierte konsentrasjonen av IgG1 mellom 2,4 µg/ml og 25,4 µg/ml. 
Medianen var 12,5 µg/ml (fig. 3.7 og 3.8).  
 
10 til 12 måneder etter tredje vaksinedose (Visit 6) hadde konsentrasjonen av IgG1 sunket 
betraktelig og varierte mellom 1,2 µg/ml og 6,2 µg/ml. Medianen var 4,9 µg/ml. 
Konsentrasjonen av IgG1 var blitt redusert for alle forsøkspersonene. Seks av 
forsøkspersonene viste en betydelig reduksjon i antistoffkonsentrasjonen mens en av 
forsøkspersonene viste en mindre reduksjon i antistoffkonsentrasjonen (fig.3.7 og 3.8).  
 
1 til 2 uker etter fjerde vaksinedose (Visit 7) varierte konsentrasjonen av IgG1 mellom 1,3 
µg/ml og 6,8 µg/ml. Medianen var her 5,0 µg/ml. 5 av forsøkspersonene viste en liten økning i 
IgG1 konsentrasjonen. En av forsøkspersonene viste nedgang i antistoffkonsentrasjonen mens 
en av forsøkspersonene viste ingen endring i IgG1 konsentrasjonen (fig.3.7 og 3.8). 
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Figur 3.7: Figuren viser individuell IgG1 respons mot OMV 44/76 til forsøkspersonene ved de ulike 
prøvetakingstidspunktene, Visit 4, 6 og 7, og da de ble vaksinert.  
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Figur 3.8: Figuren viser spredningen av IgG1 respons mot OMV 44/76 til forsøkspersonene ved Visit 4, 6 og 
7. Boksene viser 25 og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene i 
spredningen for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Figuren viser også om det er 
signifikant forskjell mellom Visitene. * = signifikant forskjell, ns= ikke signifikant forskjell. 
 
Kvantitering av IgG3: 
Alle forsøkspersonene som hadde blitt vaksinert med enten MenBvacTM, MeNZBTM eller 
MenBvacTM + MeNZBTM, foruten om 1 forsøksperson, viste IgG3 respons mot OMV 44/76. 
En av de vaksinerte viste svært liten antistoffkonsentrasjon. 1 til 2 uker etter tredje 
vaksinedose (Visit 4) varierte konsentrasjonen av IgG3 mellom 0,0 µg/ml og 5,3 µg/ml. 
Forsøksperson 1 viste ikke IgG3 antistoffrespons. Medianen var 2,6 µg/ml (fig.3.9 og 3.10).  
 
Resultatene fra Visit 6 har uteblitt fordi det oppstod tekniske problemer under forsøket.  
 
1 til 2 uker etter fjerde vaksinedose (Visit 7) varierte konsentrasjonen av IgG3 mellom 0,1 
µg/ml og 5,2 µg/ml. Medianen var her 1,0 µg/ml. Fire av forsøkspersonene viste en økning i 
IgG3 konsentrasjonen mens tre av forsøkspersonene viste en reduksjon i antistoff- 
konsentrasjonen. Forsøksperson 5 hadde en høyere konsentrasjonsøkning enn de andre og 
forsøksperson 6 hadde en større reduksjon enn de andre forsøkspersonene (fig 3.9 og 3.10). 
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Figur 3.9: Figuren viser individuell IgG3 respons mot OMV 44/76 til forsøkspersonene ved de ulike 
prøvetakingstidspunktene, Visit 4, 6 og 7, og da de ble vaksinert.  
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Figur 3.10: Figuren viser spredningen av IgG3 respons mot OMV NZ98/254 til forsøkspersonene ved Visit 4 
og 7. Boksene viser 25 og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene 
i spredningen for hver gruppe er vist med de horisontale merkene.  
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3.2.2 Kvantitering av IgG og IgG subklasse antistoffer mot  
 MeNZBTM 
 
Kvantitering av IgG: 
Alle forsøkspersonene som hadde blitt vaksinert med enten MenBvacTM, MeNZBTM eller 
MenBvacTM + MeNZBTM viste IgG respons mot OMV NZ98/254. 1 til 2 uker etter tredje 
vaksinedose (Visit 4) varierte konsentrasjonen av IgG mellom 6,2 µg/ml og 31,7 µg/ml. 
Medianen var 10,6 µg/ml (fig.3.11 og 3.12). 
 
10 til 12 måneder etter tredje vaksinedose (Visit 6) varierte konsentrasjon av IgG mellom 3,1 
µg/ml og 8,6 µg/ml. Medianen var 6,2 µg/ml. Konsentrasjonen av IgG sank for alle 
forsøkspersonene. Forsøksperson 4 hadde en veldig liten reduksjon i IgG konsentrasjonen i 
forhold til de andre forsøkspersonene (fig.3.11 og 3.12).  
 
1 til 2 uker etter fjerde vaksinedose (Visit 7) varierte konsentrasjonen av IgG mellom 4,3 
µg/ml og 18,7 µg/ml. Medianen var her 7,9 µg/ml. Seks av forsøkspersonene viste en økning i 
IgG konsentrasjonen. Forsøksperson 5 og 11 viste en mye større økning enn de andre 
forsøkspersonene. Forsøksperson 6 viste nedgang i antistoffkonsentrasjonen (fig.3.11 og 
3.12). 
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Figur 3.11: Figuren viser individuell IgG respons mot OMV NZ98/254 til forsøkspersonene ved de ulike 
prøvetakingstidspunktene, Visit 4, 6 og 7, og da de ble vaksinert.  
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Figur 3.12: Figuren viser spredningen av IgG respons mot OMV NZ98/254 til forsøkspersonene ved Visit 4, 6 
og 7. Boksene viser 25 og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene 
i spredningen for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Figuren viser også om det er 
signifikant forskjell mellom Visitene. * = signifikant forskjell, ns= ikke signifikant forskjell. 
 
Kvantitering av IgG1:  
Alle forsøkspersonene som hadde blitt vaksinert med enten MenBvacTM, MeNZBTM eller 
MenBvacTM + MeNZBTM viste IgG1 respons mot OMV NZ98/254. 1 til 2 uker etter tredje 
vaksinedose (Visit 4) varierte konsentrasjonen av IgG1 mellom 8,9 µg/ml og 25,4 µg/ml. 
Medianen var 11,4 µg/ml (fig.3.13 og 3.14).   
 
10 til 12 måneder etter tredje vaksinedose (Visit 6) varierte konsentrasjonene av IgG1 mellom 
1,2 µg/ml og 8,0 µg/ml. Medianen var 3,8 µg/ml. Konsentrasjonen av IgG1 ble redusert for 
alle forsøkspersonene (fig.3.13 og 3.14). 
 
1 til 2 uker etter fjerde vaksinedose (Visit 7) varierte konsentrasjonen av IgG1 mellom 2,9 
µg/ml og 7,6 µg/ml. Medianen var her 4,4 µg/ml. Tre av forsøkspersonene viste økning i IgG1 
konsentrasjonen mens to av forsøkspersonene viste reduksjon i antistoffkonsentrasjonen. En 
av forsøkspersonene viste ingen endring i antistoffkonsentrasjonen (fig.3.13 og 3.14). 
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Figur 3.13: Figuren viser individuell IgG1 respons mot OMV NZ98/254 til forsøkspersonene ved de ulike 
prøvetakingstidspunktene, Visit 4, 5 og 6, og da de ble vaksinert. 
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Figur 3.14: Figuren viser spredningen av IgG1 respons mot OMV NZ98/254 til forsøkspersonene ved Visit 4, 
6 og 7. Boksene viser 25 og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. 
Ytterpunktene i spredningen for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Figuren viser 
også om det er signifikant forskjell mellom Visitene. ** = signifikant forskjell, ns= ikke signifikant 
forskjell. 
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Kvantitering av IgG3: 
Alle forsøkspersonene som hadde blitt vaksinert med enten MenBvacTM, MeNZBTM eller 
MenBvacTM + MeNZBTM viste IgG3 respons mot OMV NZ98/254. 1 til 2 uker etter tredje 
vaksinedose (Visit 4) varierte konsentrasjonen av IgG3 mellom 0,5 µg/ml og 5,6 µg/ml. 
Medianen var 2,8 µg/ml (fig.3.15 og 3.16).  
 
Resultatene fra Visit 6 har uteblitt fordi det oppstod tekniske problemer under forsøket.  
 
1 til 2 uker etter fjerde vaksinedose (Visit 7) varierte konsentrasjonen av IgG3 mellom 0,2 
µg/ml og 8,9 µg/ml. Medianen var her 1,1 µg/ml. Tre av forsøkspersonene viste en økning i 
IgG3 konsentrasjonen. Forsøksperson 5 og 6 viste en liten økning. Fire av de andre 
forsøkspersonene viste reduksjon i antistoff konsentrasjonen. Forsøksperson 1 viste en liten 
reduksjon i antistoffkonsentrasjonen (fig.3.15 og 3.16). 
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Figur 3.15: Figuren viser individuell IgG3 respons mot OMV NZ98/254 til forsøkspersonene ved de ulike 
prøvetakingstidspunktene, Visit 4 og 7, og da de ble vaksinert.  
 
  RESULTATER   
 
   
 
51
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Figur 3.16: Figuren viser spredningen av IgG3 respons mot OMV NZ98/254 til forsøkspersonene ved Visit 4 
og 7. Boksene viser 25 og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene 
i spredningen for hver gruppe er vist med de horisontale merkene.  
 
 
3.3 Aviditet av antistoffer 
Aviditet gir informasjon om bindingsstyrken og antall bindingsseter tilgjengelig for 
antistoffene (7). Aviditeten ble testet for IgG1 og IgG3 mot to ulike meningokokkstammer, 
44/76 og NZ98/254. Så lenge aviditeten testes mot ulike meningokokkstammer kan man få 
informasjon om det er kryssreaksjon tilstede.     
 
Aviditeten til IgG1 og IgG3 antistoffer mot OMV 44/76 og NZ98/254 ble målt for 14 av 
forsøkspersonene 1 til 2 uker etter tredje dose (Visit 4). Fem av forsøkspersonene fikk tre 
doser med MenBvacTM, fire forsøkspersoner fikk tre doser med MeNZBTM og fem 
forsøkspersoner fikk en blanding av disse vaksinene, MenBvacTM + MeNZBTM. Det var ikke 
mulig å måle aviditeten for de samme forsøkspersonene ved Visit 6 og Visit 7, fordi de hadde 
for lav antistoffrespons.  
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3.3.1 Aviditet av IgG antistoffer mot MenBvac TM 
 
Aviditet av IgG1:  
Av de forsøkspersonene som fikk MenBvacTM varierte aviditeten mellom 0,6 og 1,3. 
Medianen var 0,9. Aviditeten til de som hadde fått MeNZBTM varierte fra 0,8 til 1,5. 
Medianen var 1,4. De som hadde fått blanding av vaksinene hadde en variasjon på aviditeten 
mellom 0,6 og 1,2. Medianen var 0,8 (fig 3.17a og b). 
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Figur 3.17a og b: Figur 3.17a viser aviditet av IgG1 mot stamme 44/76 for de ulike forsøkspersonene ved Visit 
4 (1 til 2 uker etter tredje dose). Gruppene er delt inn etter hva forsøkspersonene ble 
vaksinert med; MenBvacTM, MeNZBTM og MenBvacTM + MeNZBTM. Figur 3.17b viser 25 
og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene i spredningen 
for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Det er også vist om det er signifikante 
forskjeller mellom gruppene. *= signifikant, ns= ikke signifikant.  
 
Aviditeten av IgG3:  
Fire av forsøkspersonene som fikk MenBvacTM hadde en variasjon på aviditeten mellom 0,8 
og 2,6. Medianen var 1,5. Forsøksperson 3 hadde ikke målbar aviditet. Aviditeten til 3 av de 
som hadde fått MeNZBTM varierte mellom 0,6 og 1,2. Medianen var 1,0. Forsøksperson 1 
hadde ikke målbar aviditet. Fire av de som hadde fått en blanding av vaksinene hadde en 
variasjon på aviditeten mellom 0,6 og 1,0. Medianen var 0,8. Forsøksperson 2 hadde ikke 
målbar aviditet (fig 3.18 a og b). Det er store individuelle variasjoner i aviditeten. 
Forsøksperson 6 som er vaksinert med MenBvac har en IgG3 aviditet på 2.9 mot OMV fra 
44/76, mens den tilsvarende IgG1 aviditeten er bare 0,6. 
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Figur 3.18a og b: Figur 3.18a viser aviditet av IgG3 mot stamme 44/76 for de ulike forsøkspersonene ved Visit 
4 (1 til 2 uker etter tredje dose). Gruppene er delt inn etter hva forsøkspersonene ble 
vaksinert med; MenBvacTM, MeNZBTM og MenBvacTM + MeNZBTM. Figur 3.18b viser 25 
og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene i spredningen 
for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Det er også vist om det er signifikante 
forskjeller mellom gruppene. ns= ikke signifikant.  
 
 
3.3.2 Aviditet av IgG antistoffer mot MeNZBTM 
 
Aviditeten til IgG1:  
Av de forsøkspersonene som fikk MenBvacTM varierte aviditeten mellom 0,6 og 2,1. 
Medianen var 1,0. Aviditeten til de som hadde fått MeNZBTM varierte fra 1,1 til 2,8. 
Medianen var 1,2. De som hadde fått blanding av vaksinene hadde en variasjon på aviditeten 
mellom 0,6 og 2,5. Medianen var 1,2 (fig 3.19a og b). 
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Figur 3.19a og b: Figur 3.19a viser aviditet av IgG1 mot stamme NZ98/254 for de ulike forsøkspersonene ved 
Visit 4 (1 til 2 uker etter tredje dose). Gruppene er delt inn etter hva forsøkspersonene ble 
vaksinert med; MenBvacTM, MeNZBTM og MenBvacTM + MeNZBTM. Figur 3.19b viser 25 
og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene i spredningen 
for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Det er også vist om det er signifikante 
forskjeller mellom gruppene. ns= ikke signifikant.  
 
Aviditeten til IgG3: 
For fire av forsøkspersonene som fikk MenBvacTM, varierte aviditeten mellom 0,2 og 1,2. 
Medianen var 0,6. Forsøksperson 6 hadde ikke målbar aviditet. Aviditeten til de som hadde 
fått MeNZBTM varierte fra 0,4 til 1,4. Medianen var 1,3. De som hadde fått blanding av 
vaksinene hadde en variasjon på aviditeten mellom 0,5 og 0,9. Medianen var 0,6 (fig 3.20a og 
b). Det er også her store individuelle variasjoner i aviditeten. Forsøksperson 1 som er 
vaksinert med MeNZB har en aviditet av IgG3 mot NZ98/254 på 0,4, men den tilsvarende 
aviditeten av IgG1 var på 2,8 
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Figur 3.20a og b: Figur 3.20a viser aviditet av IgG3 mot stamme NZ98/254 for de ulike forsøkspersonene ved 
Visit 4 (1 til 2 uker etter tredje dose). Gruppene er delt inn etter hva forsøkspersonene ble 
vaksinert med; MenBvacTM, MeNZBTM og MenBvacTM + MeNZBTM. Figur 3.20b viser viser 
25 og 75 percentilverdien med en horisontal linje ved medianen. Ytterpunktene i 
spredningen for hver gruppe er vist med de horisontale merkene. Det er også vist om det er 
signifikante forskjeller mellom gruppene. *= signifikant, ns= ikke signifikant.  
 
 
3.3.3 Aviditet av antistoffer i plasma og fraksjoner fra 
separasjonskromatografi 
 
Ved å sammenligne aviditeten målt i plasma og i fraksjonene fra separasjonskromatografi for 
subklasse IgG1 og IgG3, kan man få informasjon om det er forskjell i bindingstyrken når 
subklassene er i blanding eller når de er isolerte. En eventuell kooperasjon kan sees.  
 
Det ble valgt ut tre forsøkspersoner for å se om det var noen forskjell i aviditeten mellom 
plasma og renset plasma. Den ene forsøkspersonen hadde ikke målbar aviditet av IgG3 mot 
NZ98/254. 
 
For aviditeten av IgG1 mot OMV 44/76 og OMV NZ98/254 viste alle forsøkspersonene 
høyere verdi i renset plasma enn i plasma som ikke var renset. For aviditeten av IgG3 mot 
OMV 44/76 viste to av forsøkspersonene lavere aviditet i renset plasma i forhold til plasma 
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mens en viste høyere aviditet i renset plasma. For aviditet av IgG3 mot NZ98/254 viste alle 
forsøkspersonene høyere aviditet i renset plasma enn i plasma som ikke var renset (fig 3.21). 
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Figur 3.21: Figurene viser aviditet av IgG1 og IgG3 for tre forsøkspersoner før og etter rensing for IgG1 og 
IgG3 mot OMV 44/76 og NZ98/254.  
 
 
3.3.4 Aviditet av antistoffer i fraksjoner fra Protein A kromatografi 
 
Ved å måle aviditeten for hver forsøksperson etter tredje dose (Visit 4) og fjerde dose 
(Visit7), kan man se en eventuell endring av bindingsstyrken.  
 
På et visst tidspunkt var det vanskelig å oppnå god antistoffrespons ved subklasse kvantitering 
av IgG antistoffer slik at få forsøkspersoner kunne bli sammenlignet i bindingsstyrken ved 
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Visit 4 og Visit 7. Fraksjonene fra separasjonskromatografi der IgG1 og IgG3 var isolert ble 
sammenlignet. Det ble tatt utgangspunkt i at fraksjonene var rene slik at man kunne teste 
aviditeten på rene IgG1 og IgG3 fraksjoner. Forsøksperson 5 og 6 ble valgt ut. Tabell 3.4 
viser hvilke vaksiner forsøksperson 5 og 6 fikk.  
 
Tabell 3.4: Oversikt over hvilke vaksiner forsøkspersonene fikk ved tredje og fjerde dose. 
Forsøksperson Tredje dose Fjerde dose 
5 MenBvacTM MenBvacTM 
6 MenBvacTM MeNZBTM 
 
Aviditet av renset IgG1 mot vaksinestamme 44/76: 
Ved Visit 4 (1 til 2 uker etter tredje dose) varierte aviditeten mellom 0,91 og 0,93.   
Det var kun aviditeten til forsøksperson 6 som var målbar ved Visit 7 (1 til 2 uker etter fjerde 
dose). Aviditeten til forsøksperson 6 hadde økt og var nå 1,4 (fig 3.22). 
 
Aviditet av renset IgG3 mot vaksinestamme 44/76: 
1 til 2 uker etter tredje dose (Visit 4) varierte aviditeten mellom 1,2 og 1,6. 1 til 2 uker etter 
fjerde dose varierte aviditeten mellom 1,4 og 1,6. Aviditeten for forsøksperson 5 økte mens 
aviditeten for forsøksperson 6 sank (fig 3.23). 
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Figur 3.22 og 3.23: Figurene viser aviditeten til IgG1 og IgG3 mot stamme 44/76 1 til 2 uker etter tredje dose 
(Visit 4) og 1 til 2 uker etter fjerde dose (Visit 7). 
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Aviditet av renset IgG1 mot vaksinestamme NZ98/254: 
Ved Visit 4 varierte aviditeten mellom 0,8 og 1,4. Aviditeten til forsøksperson 6 var ikke 
målbar ved Visit 7. Forsøksperson 5 viste en aviditet på 1,8 og aviditeten økte dermed fra 
tredje til fjerde dose (fig 3.24).  
 
Aviditet av renset IgG3 mot vaksinestamme NZ98/254: 
1 til 2 uker etter tredje dose (Visit 4) varierte aviditeten mellom 0,5 og 0,6. 1 til 2 uker etter 
fjerde dose varierte aviditeten mellom 0,6 og 1,8. Aviditeten for forsøksperson 5 økte i noe 
grad mens aviditeten for forsøksperson 6 økte betraktelig (fig 3.25). 
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Figur 3.24 og 3.25: Figurene viser aviditeten til IgG3 mot stamme 44/76 og NZ98/254 1 til 2 uker etter tredje 
dose (Visit 4) og 1 til 2 uker etter fjerde dose (Visit 7).   
           
 
3.4 Optimalisering av Protein A kromatografi 
 
Protein A kromatografi kan brukes til å separere IgG1 og IgG3 antistoffer. Ved å bruke ulike 
varianter av protein A kromatografi, der skyllebufferen ble endret i de forskjellige forsøkene 
(tabell 3.5), kunne man finne den metoden som ga rene IgG1 og IgG3 fraksjoner. Det var 
ønskelig å se om rene IgG1 og IgG3 fraksjoner viste de samme resultatene som plasma, der 
subklassene er i blanding, for om det eventuelt var en kooperasjon mellom subklassene. 
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Tabell 3.5: Ulike varianter av protein A kromatografi 
Metode Elueringsbuffer for IgG3 Skyllebuffer Elueringsbuffer for IgG1 
1 PBS m/0,02 % NaN3 Natrimuacetat pH 6,0 Natriumacetat pH 4,0 
2 PBS m/0,02 % NaN3 Natrimuacetat pH 4,5 Natriumacetat pH 4,0 
3 PBS m/0,02 % NaN3 Natrimuacetat pH 4,9 Natriumacetat pH 4,0 
 
Det ble renset 7 plasmaprøver fra Visit 4 og 7 plasmaprøver fra Visit 7 for de samme 
forsøkspersonene. Ved å se på kromatogrammet fra separasjonen kunne man samle opp 
fraksjoner der kromatogrammet viste topper. Videre ble det gjort tester med ELISA for å se 
hvor rene fraksjonene med de ulike metodene var.  
 
For metode 1 og 2 kunne man se på kromatogrammet at det var en ukjent fraksjon i tillegg til 
IgG1 og IgG3 fraksjonen. Kromatogrammet fra metode 1 og 2 er vist i figur 3.26 og 3.27. De 
ulike fraksjonene ble testet for renhet og det viste seg at IgG3 fraksjonene var rene for både 
metode 1 og metode 2. Den ukjente fraksjonen viste at det var både IgG1 og IgG3 til stede. I 
IgG1 fraksjonen var det forurensning av IgG3. Den prosentvise forurensningen ble ikke 
bestemt.  
 
Metode 3 ga et kromatogram som vi ønsket, og IgG1 og IgG3 var isolert fra hverandre (fig 
3.28). Det ble testet renhet på en av plasmaprøvene fra Visit 4 ved å gjøre en kvantitering med 
ELISA. IgG3 fraksjonen var ren mens IgG1 fraksjonen inneholdt 3 % forurensning med IgG3. 
Selv om IgG1 fraksjonen ikke var helt ren, ble det bestemt å bruke denne metoden for alle de 
andre prøvene som skulle kjøres på Protein A. På et tidspunkt var det tekniske problemer med 
ELISA metoden. Det var derfor ikke mulig ikke teste renheten for fraksjonene til alle 
forsøkspersonene. 
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Figur 3.26: Figuren viser kromatogrammet for metode 1. Topp nr 1 viser IgG3 fraksjonen mens topp nr 3 
viser IgG1 fraksjonen. Det er en ukjent topp i midten. 
 
 
 
 
 
Figur 3.27: Figuren viser kromatogrammet for metode 2. Topp nr 1 viser IgG3 fraksjonen mens topp nr 3 viser 
IgG1 fraksjonen. Det er en ukjent topp i midten. 
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Figur 3.28: Figuren viser kromatogrammet for metode 3. Topp nr 1 viser IgG3 fraksjonen mens topp nr 2 viser 
IgG1 fraksjonen.  
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4. DISKUSJON 
 
Folkehelseinstituttet har utviklet en yttermembranvaksine (OMV) mot meningokokk gruppe B 
sykdom, MenBvacTM, som består av OMV ekstrahert fra en norsk epidemistamme, 44/76, 
isolert i 1976 (41,62). Denne vaksinen er ikke allment tilgjengelig, men er fortsatt under 
stadig utvikling og forskning (5). Det har blitt laget en skreddersydd variant av den norske 
vaksinen, MeNZBTM, som brukes mot epidemien som er på New Zealand med utgangspunkt i 
OMV ekstrahert fra en epidemi stamme fra New Zealand, NZ 98/254 (39). Ved å se på 
antistoffresponsen og antistoffenes bindingsstyrke i plasmaprøver til personer som har blitt 
immunisert med disse gruppe B meningokokkvaksinene, kan man se hvor god effekt 
vaksinene kan forventes å ha. For at gruppe B meningokokk vaksiner skal virke best mulig, 
bør de stimulere til dannelse av mest mulig kryssreaktivitet for antistoffer som kan beskytte 
mot flest mulig gruppe B stammer. Kryssreaktivitet kan enten oppnås ved å ha komponenter 
som har antigene egenskaper som er felles mellom flest mulig av de sirkulerende stammene, 
eller utvikle vaksiner som inneholder viktige antigener fra flere stammer. 
Yttermembranvesikler fra en stamme er ikke ideell for å oppnå kryssbeskyttelse da de gir mer 
eller mindre stamme spesifikk respons målt i SBA aktivitet (63). Det meste av SBA responsen 
ser ut til å være mot PorA proteinet og er rettet mot serosubtype epitopene og vaksiner som 
inneholder mange serosubtypeantigener er under utvikling i Nederland (51). Ved bruk av 
MenBvacTM kombinert med MeNZBTM er det beregnet at den kan virke beskyttende mot 70 
% av de sirkulerende gruppe B meningokokk stammene i verden (53).  En universell gruppe 
B kandidat vaksine som inneholder nylig oppdagete kryssreagerende antigener er rapportert 
fra Rapoulis gruppe i Novartis (52).  
 
Vaksineforsøket VA01-01 er delt inn i forsøkene VA01-01A og VA01-01B. Hensikten var å 
undersøke forskjeller i antistoff respons og SBA og OPA aktivitet ved å bruke vaksinene 
MenBvacTM, MeNZBTM hver for seg og i blanding. Kryssreaktivitet skulle testes ved å måle 
antistoff respons med ELISA metode mot de to stammene i tillegg til SBA og OPA aktivitet 
mot de samme stammene. VA01-01A var et tredose forsøk med bruk av samme vaksine ved 
alle dosene. VA01-01B var en videreføring av VA01-01A hvor de samme vaksinandene fikk 
en fjerde dose enten med samme enkelt vaksine de hadde fått før (1/3 av vaksinandene) eller 
ved at de fikk den andre enkeltvaksinen (2/3 av vaksinandene) enn ved de tre første dosene. 
De som hadde fått blandingsvaksine fikk også det ved den fjerde dosen. Hensikten med 
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VA01-01B var å undersøke om skifte av vaksine ved fjerde dose kunne ha en gunstig 
vaksineeffekt. 
 
I min oppgave ble det sett mest på VA01-01A forsøket. Det var her interessant å se om det var 
noen forskjell i antistoffresponsen og bindingsstyrken til de som hadde fått enten MenBvacTM, 
MeNZBTM eller en blanding av disse vaksinene. Samtidig var det interessant å se om det var 
stammespesifikk respons eller om det var kryssreaksjon til stede.  
 
I VA01-01B forsøket ble en fjerde vaksinedose gitt 10-12 mnd etter tredje dose. Hensikten 
var å se på nivået av antistoffer ca. 1 år etter tredje dose og om en fjerde dose ville gi 
boostereffekt og størrelsen på denne. Samtidig var det interessant å se om det var noen 
forskjell i antistoffresponsen i forhold til hvilke vaksine de fikk, spesielt for de som fikk skifte 
av immunisat. Det var også interessant å se om kryssreaksjonen var høyere etter fjerde dose 
enn etter tredje dose. 
 
Andre forsøk som har blitt utført tidligere har stort sett hatt 2-dose regime eller 3-dose regime 
(15). Ved tidligere forsøk har forsøkspersonene for det meste blitt vaksinert med enten 
MenBvacTM eller MeNZBTM ved alle dosene. Det var derfor interessant å se om et skifte av 
immunisat ved fjerde dose ville gjøre noen endring i antistoffresponsen og om en blanding av 
vaksinene ville gi endring i antistoffresponsen. De første resultatene fra VA01-01 er nylig 
publisert og viser at alle vaksinene gir antistoff respons (53). 
 
I VA01-01 forsøket ble det tatt både serum og fullblod-plasmaprøver av forsøkspersonene ved 
de ulike Visitene. I mine forsøk ble det brukt plasma fra fullblodprøver som var et 
overskuddsmateriale etter celleseparasjon brukt til T-celle respons måling og andre forsøk. 
Dette materialet var tilgjengelig i store mengder og ikke underlagt restriksjon i forhold til den 
kliniske forsøksprotokollen. Det fantes store volum av plasmaprøvene og mye kunne testes ut. 
Serum ble ikke brukt, fordi det var restriktiv bruk på disse prøvene inntil alle forsøkene i 
protokollen er utført, som per dags dato ikke er sluttført.  
 
Ved å gjøre en antistoffscreening med ELISA, ble forsøkspersonene til min oppgave valgt ut 
på grunnlag av høyt IgG antistoffnivå mot OMV 44/76 og/eller NZ98/254. I tillegg var det 
viktig å inkludere forsøkspersoner som hadde blitt immunisert med alle vaksinevariantene, 
enten MenBvacTM, MeNZBTM eller en blanding av disse to vaksinene. Det var også viktig å få 
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med forsøkspersoner som hadde fått like vaksiner ved alle fire dosene og forsøkspersoner som 
hadde fått skifte av immunisat ved fjerde dose. Det er få aktuelle forsøkspersoner som har fått 
samme dose regime, så det er vanskelig å trekke en entydig konklusjon ut fra disse forsøkene. 
Samtidig er det individuelle forskjeller mellom forsøkspersoner som har fått samme 
vaksinasjonsregime. En gruppe bestående av kun en person er for lite til å vise det reelle 
bildet av antistoffresponsen. Flere forsøkspersoner i hver gruppe bør ved senere undersøkelser 
inkluderes.    
 
ELISA ble brukt for å måle antistoff konsentrasjonen mot OMV 44/76 og OMV NZ98/254 til 
de vaksinerte forsøkspersonene. På et visst tidspunkt ble IgG subklasse kvantiteringen av 
IgG1 og IgG3 vanskelig å utføre. Det lave måleresultatet skyldtes enten lav 
antistoffkonsentrasjon i prøvene eller problemer med ELISA metoden. Problemet ble forsøkt 
løst på mange ulike måter. Startfortynningen til plasmaprøvene ble satt lavere, fortynningen 
til de monoklonale muse-antistoffene ble endret og det ble også prøvd andre fortynninger av 
biotin-konjugert antistoff og biotin-konjugert alkalisk fosfatase. Konjugatblandingen ble 
tilsatt i sekvens, med inkubasjoner mellom trinnene, istedenfor i blanding. Inkubasjonstida 
etter at substratet ble tilsatt, ble forlenget til over natt ved 18oC. På grunn av mangel på tid 
kunne jeg ikke gå inn og få løst dette problemet.  
 
Etablering og kalibrering av standard: 
For å kunne gjøre en kvantitering av IgG antistoffer i gravimetriske enheter mot både OMV 
44/76 og OMV NZ98/254, ble en ny standard etablert. Antistoffmålinger blir ofte angitt i 
relative enheter som titre eller U/ml. Dette kommer av at det ikke er kalibrert humane 
antistoff standarder som har definerte gravimetriske konsentrasjoner av antistoffer. (Næss, L 
et al 1996) har illustrert at kimere antistoffer kan bli brukt som kalibratorer til å kvantitere 
IgG subklasse antistoffrespons mot OMV 44/76 i gravimetriske enheter. Det har aldri blitt 
kalibrert en standard mot OMV NZ98/254 før. Dette ble en viktig del av oppgaven. Jeg har nå 
etablert en ny standard til bruk for fremtidige studier der IgG1 og IgG3 subklasser skal 
kvantiteres mot OMV 44/76 og OMV NZ98/254. Den nye standarden som kunne brukes mot 
både 44/76 og NZ98/254 besto av en blanding av plasmaprøver tatt ved Visit 4?? En med 
MenBvacTM, en med MeNZBTM og to med MenBvacTM + MeNZBTM. Forholdet er 1:1:1:1. Nå 
kan man derfor kvantitere nivåer av subklassene IgG1 og IgG3 i µg/ml mot både OMV 44/76 
og NZ98/254.   
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Antistoffrespons og aviditeten (bindingsstyrken) til antistoffene: 
Mine undersøkelser på plasmaprøvene fra VA01-01 forsøket, viser at vaksinering med 
MenBvacTM, MeNZBTM og MenBvacTM + MeNZBTM vaksinene gir antistoffrespons mot både 
stamme 44/76 og NZ98/254. Det var spesielt interessant å se på IgG subklasse responsen så 
lenge dette ikke hadde blitt utført før. IgG1 og IgG3 er spesielt viktige i beskyttelsen mot 
gruppe B meningokokker med høy aktivitet i baktericidi og opsonophagocytose (29). Disse to 
subklassene ble derfor undersøkt nærmere. Plasmaprøvene som jeg undersøkte ble tatt 1-2 
uker etter tredje og fjerde dose. (Sandbu, S et al. 2007) har analysert store deler av materialet 
fra VA01-01 (53). Antistoff nivåene, målt i arbitrære enheter ble gjort på serumprøver tatt 
seks uker etter hver vaksinasjon og er forskjellig fra når plasmaprøvene til mine analyser ble 
tatt. Prøvetakingen som er 1-2 uker etter vaksinasjonene begrenser konklusjonene noe, men 
det var dette materialet vi hadde tilgjengelig. 
 
Antistoffnivået for IgG og subklassene IgG1 og IgG3, ble testet mot både stamme 44/76 og 
NZ98/254 ved Visit 4, 6 og 7. IgG3 antistoffnivået var ikke mulig å mål ved Visit 6 på grunn 
av tekniske problemer med metoden. IgG1 antistoffene etter vaksinering dominerte for de 
fleste forsøkspersonene. IgG3 viste også respons mot OMV vaksinene, men hadde generelt 
mye lavere verdier enn for IgG1 responsen. For tre av forsøkspersonene var IgG3 responsen 
høyere enn IgG1 responsen ved Visit 7.  (Wedege, E et al 2007) viser at både MenBvacTM og 
MeNZBTM vaksinene gir IgG respons til antigenet mot både homolog og heterolog stamme 
(12) 
 
Ved VA01-01A forsøket var det interessant å sammenligne de som enten hadde fått tre 
vaksiner med MenBvacTM, MeNZBTM eller MenBvacTM + MeNZBTM i forhold til 
antistoffrespons og bindingsstyrke. Antistoffresponsen og bindingstyrken ble målt 1-2 uker 
etter tredje dose.  
 
Forsøkspersonene som hadde fått MenBvacTM viste høy antistoffrespons mot homolog 
stamme (44/76) og noe lavere respons mot heterolog stamme (NZ98/254). Dette er forventet 
og stemmer med det som er rapportert for serumprøvene (53). For IgG1 antistoffene er 
responsen høyere mot homolog stamme enn mot heterolog stamme. IgG3 responsen er veldig 
lav mot heterolog stamme og er, som IgG1, høyere mot homolog stamme. Av de som hadde 
fått MeNZBTM, viste den ene forsøkspersonen stammespesifikk respons av IgG subklassene. 
Forsøkspersonen viste høy IgG1 antistoffrespons mot homolog stamme og lav 
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antistoffrespons mot heterolog stamme. Det var ingen IgG3 respons mot stamme 44/76 og lav 
respons mot NZ98/254. Den andre forsøkspersonen viste omtrent lik respons mot begge 
stammene. IgG1 responsen mot homolog stamme var litt høyere enn mot heterolog stamme 
og mens IgG3 responsen var litt høyere for heterolog stamme. Dette kan oppsummeres med at 
konsentrasjonen av både IgG1 og IgG3 er høyere mot homolog stamme enn mot heterolog 
stamme. IgG1 konsentrasjonen er høyere enn IgG3 konsentrasjonen mot både homolog og 
heterolog stamme. For de som hadde fått kombinasjonsvaksine, viser resultatene at 
antistoffresponsen er høy mot begge stammene. IgG1 antistoffresponsen er omtrent den 
samme mot begge stammene mens IgG3 responsen er litt høyere mot NZ98/254 enn den er 
mot 44/76. IgG1 antistoffresponsen er betraktelig høyere enn IgG3 antistoffresponsen mot 
både stamme 44/76 og stamme NZ98/254.  
 
IgG antistoffresponsen for de som fikk kombinasjonsvaksinen viser at den er stort sett høyere 
enn for den homologe responsen for hver av de individuelle vaksinene. (Sandbu, S et al., 
2007) viser også de samme resultatene for serumprøvene (53). IgG1 antistoffresponsen er 
høyere for alle unntatt for en av forsøkspersonene mens IgG3 antistoffresponsen er omtrent 
lik mot stamme 44/76 og noe høyere mot stamme NZ98/254.        
 
Ved VA01-01B forsøket så man blant annet på antistoffnivået 10-12 måneder etter tredje dose 
og rett før fjerde dose. Prøvene som er tatt, viser at IgG antistoff responsen synker for alle 
forsøkspersonene unntatt en. Det er signifikante forskjeller for IgG1 responsen mot OMV 
44/76 og OMV NZ98/254 mellom Visit 4 og Visit 6. Det betyr at antistoffresponsen har 
sunket i løpet av denne perioden. For to av tre som har fått kombinasjonsvaksine synker 
antistoffresponsen mest. Dette gjelder både mot stamme 44/76 og stamme NZ98/254. IgG3 
responsen for dette tidspunktet var ikke målbart. Det er forventet at antistoffresponsen synker 
i løpet av denne perioden og er rapportert for dette kliniske forsøket (53) og fra et tidligere 3 
dose forsøk med en fjerde boosterdose etter 1 år ( 3) . 
 
Ved VA01-01B forsøket ville man også se om en fjerde dose ville gi boostereffekt og 
størrelsen og spesifisiteten på denne. Resultatene våre viste at en booster dose ga større effekt 
for de som hadde fått fire like doser av enten MenBvacTM eller MeNZBTM ved alle 
vaksinasjonene, enn for de som hadde fått skifte av immunisat ved fjerde dose. Dette gjaldt 
både mot stamme 44/76 og NZ98/254. Dette er meget interessant. Konsentrasjonen av IgG1 
var høyere enn IgG3 etter fjerde dose, men forskjellen mellom antistoffkonsentrasjonene til 
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subklassene var mindre enn de var etter tredje dose. Av de som hadde fått blanding av 
vaksinene var det kun en forsøksperson som hadde økning i IgG antistoffresponsen etter en 
boosterdose mot begge stammene. De andre hadde ingen eller liten endring av 
antistoffresponsen etter fjerde dose. Konsentrasjonen av IgG1 lå litt høyere enn IgG3 
konsentrasjonen, men forskjellen mellom subklasse konsentrasjonene var mindre enn de var 
etter tredje dose.  
 
Skifte av immunisat ved fjerde dose ga enten ingen endring eller redusering i 
antistoffresponsen for begge subklassene mot homolog stamme og ingen endring eller 
redusering i antistoffresponsen mot heterolog stamme. Det er noe uventet at antistoff 
responsen skal synke der man tester mot en homolog stamme. Resultatene viser at det ikke 
var noen signifikante forskjeller for IgG1 responsen mellom Visit 6 (10-12 måneder etter 
tredje dose) og Visit 7 (1-2 uker etter fjerde dose). Ingen signifikante forskjeller kunne heller 
måles for IgG3 antistoffresponsen. En boosterdose ved fjerde dose viste seg å ikke gi bedre 
effekt enn etter vaksinasjon med kun tre doser. I følge andre studier (3,55) vil en beskyttelse 
mot meningokokk B vare lenger og gi bedre antistoffrespons når fire doser blir gitt enn når 
kun tre doser blir gitt. IgG1 konsentrasjon var noe høyere enn IgG3 konsentrasjon for de som 
fikk skifte av immunisat ved fjerde dose. Forholdet mellom subklasse konsentrasjonene var 
omtrent det samme som for de som ikke hadde skifte av immunisat ved fjerde dose. 
 
 (Dadachova, E et al 2007) viser at aviditet er viktig for in vivo beskyttelse mot infeksjoner 
(54). Aviditeten av IgG1 og IgG3 antistoffer ble målt mot stamme 44/76 og NZ98/254 ved 
Visit 4. For de forsøkspersonene som fikk MeNZBTM viser resultatene fra aviditetstestingen at 
det er høyere aviditet av IgG1 mot både homolog og heterolog stamme i forhold til de som 
fikk MenBvacTM og kombinasjonsvaksinen. Det var signifikante forskjeller mellom de som 
fikk MeNZBTM og MenBvacTM mot stamme 44/76, men ikke signifikante forskjeller mot 
stamme NZ98/254. Aviditeten av IgG1 var omtrent den samme for de som fikk MenBvacTM 
og kombinasjonsvaksinen mot både stamme 44/76 og NZ98/254. Det var ikke signifikante 
forskjeller mellom gruppene. Resultatene viser også at aviditeten av IgG3 er høyere for 
homolog stamme enn for heterolog stamme. Det er signifikante forskjeller mellom de 
gruppene som ble vaksinert med MenBvacTM og MeNZBTM. Av de som fikk 
kombinasjonsvaksine, er aviditet av IgG3 litt lavere i forhold til de som fikk enkeltvaksiner 
selv om det ikke er noen signifikante forskjeller. Resultatene viser at det er forskjell mellom 
aviditeten av IgG1 og IgG3. For de som ble vaksinert med MenBvacTM var aviditeten av IgG1 
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lavere enn aviditeten av IgG3 mot homolog stamme mens aviditeten av IgG1 var høyere enn 
aviditeten av IgG3 for heterolog stamme. For de som ble vaksinert med MeNZBTM var 
aviditeten av IgG1 omtrent lik eller høyere enn aviditeten av IgG3 mot homolog stamme. Mot 
heterolog stamme var aviditeten av IgG1 stort sett høyere enn aviditeten av IgG3. Aviditeten 
av IgG1 lå litt høyere eller omtrent likt i forhold til aviditeten av IgG3 mot 44/76 for de som 
hadde fått kombinasjonsvaksinen. Mot NZ98/254 var aviditeten av IgG1 høyere enn 
aviditeten av IgG3. 
 
Bindingsstyrken ble sammenlignet for to av forsøkspersonene i prøvene tatt 1-2 uker etter 
tredje og fjerde dose. Disse prøvene var renset på Protein A. Som følge av problemer med 
subklasse kvantiteringen ble ikke aviditeten av antistoffene bestemt for flere av 
forsøkspersonene.  
 
Bindingsstyrken for personen som fikk samme vaksine ved alle fire vaksinasjonene var ikke 
målbar for IgG1 verken mot heterolog eller homolog stamme ved Visit 7. Dette er noe 
uventet. Bindingsstyrken til IgG3 økte mot begge stammene.  For forsøkspersonen som fikk 
skifte av immunisat ved fjerde dose, økte IgG1 aviditeten både mot OMV 44/76 og 
NZ98/254. Aviditeten av IgG3 sank mot OMV 44/76, men økte mot OMV NZ98/254 etter 
fjerde dose. Så lenge denne personen ble vaksinert med MeNZBTM ved fjerde dose, er det 
ikke uventet at aviditeten mot homolog stamme er større enn aviditeten mot heterolog 
stamme. Aviditeten av IgG3 er større enn aviditeten av IgG1 mot OMV 44/76 for begge 
forsøkspersonene ved både Visit 4 og Visit 7. Mot OMV NZ98/254 er aviditeten av IgG1 
større enn IgG3 ved Visit 4 og uendret eller mindre ved Visit 7. Det er vanskelig å trekke en 
endelig konklusjon ut av dette, så lenge det er for få forsøkspersoner med.     
 
(Feiring, B et al) har sett på en studie der skolebarn (12-17 år) ble vaksinert med tre 
enkeltdoser med MenBvacTM med seks ukers mellomrom og en fjerde vaksine med 
MenBvacTM ca. et år etter. Blodprøvene er tatt seks uker etter de ulike vaksinasjonene mens 
det i vår studie er tatt blodprøver 1-2 uker etter hver vaksinedose. Dette forsøket viser at det er 
sterk IgG respons etter tredje dose og at responsen synker etter 10 måneder etter tredje dose. 
Dette stemmer overens med vår studie. Ved fjerde dose er det også vist boosterrespons (3). 
(Rosenqvist E. et al 1995) har vist at  to doseregime med en boosterdose etter 4-5 år etter de 
første to dosene gir en booster respons (56). 
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Vår studie viser noe uventet lav antistoffrespons etter boosterdosen og gir dermed ikke den 
booster responsen man skulle forvente. Dette kan skyldes suboptimal prøvetaking for 
antistoffer i plasma fordi plasmaprøvene ble tatt 1-2 uker etter at vaksinen ble gitt. Dette er for 
kort tid for å vise full antistoff respons i serum/plasma. Disse prøvene var da også tatt for å 
analysere T celle respons og for planlagte analyser på sirkulerende B-celler. Denne cellulære 
responsen er på det sterkeste ved tidspunkt 1-2 uker (57). I andre vaksineforsøk blir prøvene 
vanligvis tatt 6 uker etter vaksinering (3,12,53). 
  
Ulike studier er utført med MeNZBTM vaksinen.  (Oster, P et al 2005) er en studie med 3-dose 
regime med MeNZBTM som viser at en høy andel av de vaksinerte i New Zealand vil være 
beskyttet mot stammen som forårsaker den pågående epidemien (39). Små barn er spesielt 
utsatt for å få gruppe B meningokokksykdom. (Oster,P et al. 2007) viser at små barn som kun 
er 6-10 uker gamle trenger fire doser med MeNZBTM i samme doseregime som i vårt forsøk 
for å oppnå samme beskyttelse som de som fikk tre enkelte vaksiner. Samme studie viser også 
at det var en klar booster respons etter fjerde dose med vaksinen ved at man kunne se en 
økning av baktericide antistoffer (55).    
 
Kryssreaksjon 
Ut ifra resultatene kan man se at det tydelig er kryssreaksjon tilstede. Det er ingen store 
forskjeller i kryssreaktiviteten mellom de som har blitt vaksinert med enten MenBvacTM eller 
MeNZBTM. Det var større kryssreaktivitet for IgG1 subklassen enn for IgG3 subklassen. Dette 
gjaldt mot begge stammene. Så lenge antistoff responsen ble såpass lav etter booster dosen, er 
det vanskelig å trekke noen konklusjon om at kryssreaktiviteten endret seg etter fjerde dose. 
Flere undersøkelser må til. Dessuten er det avgjørende for beskyttelse at de kryssreagerende 
antistoffene også er funksjonelle, dvs er aktive SBA og/eller OPA.  
 
Aviditet av IgG1 og IgG3 i plasma og som rensete fraksjoner: 
Plasmaprøvene var renset på Protein A. En viss usikkerhet kan være tilsted så lenge IgG1 
fraksjonen ikke var helt ren. Resultatene fra sammenligningen mellom plasma og rensete 
fraksjoner viser at aviditeten av antistoffene er stort sett høyere for rensete fraksjoner enn for 
plasma.. Dette gjaldt både mot stamme 44/76 og NZ98/254. For to av forsøkspersonene var 
det større aviditet av IgG3 i plasma enn i renset plasma mot OMV 44/76. I grove trekk viser 
resultatene at det ikke er noen kooperasjon mellom subklassene i plasma.  
  KONKLUSJON  
 
   
 
70
5.    KONKLUSJON 
 
En ny standard er etablert for fremtidige studier med ELISA metoder slik at man kan 
kvantitere nivåer av subklassene IgG1 og IgG3 i µg/ml mot både OMV 44/76 og OMV 
NZ98/254.   
 
De som ble vaksinert med MenBvacTM og MeNZBTM viste høyere IgG1 og IgG3 
antistoffrespons mot homolog stamme enn mot heterolog stamme. IgG1 konsentrasjonen er 
høyere enn IgG3 konsentrasjonen mot både homolog og heterolog stamme. De som fikk 
kombinasjonsvaksinen viser høyere IgG antistoffrespons enn responsen for hver av de 
individuelle vaksinene mot homologe og heterologe stamme. IgG1 responsen er lik mot begge 
stammene mens IgG3 responsen er litt høyere mot stamme NZ98/254. 
 
De som ble vaksinert med MeNZBTM, viser høyere aviditet av IgG1 mot både homolog 
stamme og heterolog stamme enn de som ble vaksinert med MenBvacTM og de som fikk 
kombinasjonsvaksinen. Aviditeten av IgG3 til de som fikk MeNZBTM, er høyere mot 
homolog stamme og lavere mot heterolog stamme i forhold til de som fikk MenBvacTM og 
omtrent lik for de som fikk kombinasjonsvaksinen. Det er store individuelle variasjoner i 
aviditet som vist for eksempel ved at forsøksperson 6 som er vaksinert med MenBvacTM har 
en IgG3 aviditet på 2.9 mot OMV fra 44/76, mens den tilsvarende IgG1 aviditeten er bare 0,6. 
For forsøksperson 1 som er vaksinert med MeNZBTM var det omvendt ved at aviditet av IgG3 
mot NZ98/254 var 0,4, men den tilsvarende aviditeten av IgG1 var på 2,8.For å sammenligne 
aviditeten av antistoffene etter tredje og fjerde dose trengs flere undersøkelser.  
 
Det er vanskelig ut fra mine resultater å si noe om en fjerde dose(boosterdose) er nødvendig 
for å få en bedre respons mot meningokokksykdom. Antistoffresponsen ble noe uventet lav, 
men det skyldes hovedsakelig at prøvetidspunktet var suboptimalt. Den første hoverapporten 
fra VA01-01B viste at en fjerde dose gav en tendens til god effekt, mens en tidligere rapport 
ved bruk av MenBvacTM hos skolebarn gav en meget god boostereffekt av en fjerde dose etter 
10-12 måneder (3) Flere undersøkelser må gjøres før entydige konklusjoner kan trekkes.   
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En booster dose ga større effekt for de som hadde fått fire like doser av enten MenBvacTM 
eller MeNZBTM ved alle vaksinasjonene, enn for de som hadde fått skifte av immunisat ved 
fjerde dose. 
 
Mine data viser at det er kryssreaksjon til stede for de som har blitt vaksinert med MenBvacTM 
og MeNZBTM mot henholdsvis stamme NZ98/254 og stamme 44/76, dette med reservasjon 
mot baktericid aktivitet.    
 
Aviditeten av IgG1 og IgG3 antistoffene er stort sett høyere for rensete fraksjoner enn for 
plasma, og det ser ut til at det ikke er noen kooperasjon mellom subklassene. 
 
5.1 Videre arbeid 
 
Ved et tidspunkt ble det vanskelig å kvantitere IgG subklassene. Dette bør undersøkes videre.  
 
Undersøkelse av serum baktericid aktivitet(SBA) og opsonofagocyterende aktivitet(OPA) i 
forhold til kryssreaksjon i våre prøver, kan gjøres for å bedre forståelsen av antistoffenes 
effektorfunksjon i forhold til beskyttelse mot flere meningokokk stammer. Flowcytometri 
kunne blitt brukt til å måle kryssreaktiviteten til antistoffene mot levende 44/76 og NZ98/254.  
 
Videre undersøkelser for å se hva subklassene reagerer med på vaksinen hadde vært 
interessant å finne ut av. SDS – PAGE/immunblot kan brukes til å undersøke om IgG1 og 
IgG3 viser ulik spesifisitet.   
 
IgG1 fraksjonene ble ikke 100 % rene ved separasjon med Protein A kromatografi. Andre 
separasjonsmetoder eller ytterligere optimalisering av Protein A kromatografi kan derfor være 
interessant å prøve. 
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7. VEDLEGG 
VEDLEGG I 
Reagenser/løsninger 
 
Batch Produsent 
Biotin-konjugert antistoff 
sau298#5 
Biotinylert 01.07.99 
 
Lab, FHI 
Biotin-konjugert antistoff 
sau298#5 
 
Biotinylert 17.08.06 
 
Lab, FHI 
Biotinkonjugert antistoff 
S2099#7 
 
Biotinylert 21.11.02 
 
Lab, FHI 
Biotinkonjugert antistoff 
S2099#7 
 
Biotinylert 31.07.07 
 
Lab, FHI 
Biotin-konjugert Alkalisk 
fosfatase (ALP) 
 
 
127117048 
Biotinylert 170105 
 
Lab, FHI 
Dietanolaminebuffer – 10 % 
pH 9,8  
 
0508062  
 
Substratlab, FHI 
HP 6050 Anti-human  
IgG3 Hinge 
112285 WHO, centers for disease 
control, Atlanta, USA 
HP 6069 Anti-human  
IgG1 Fc  
071586 WHO, centers for disease 
control, Atlanta, USA 
IgG1αNIP  Renset NP-søyle 020204 Lab, FHI 
IgG3αNIP  Renset NP-søyle 171105 Lab, FHI 
MilliQ m/  
0,02 % natriumazid 
 Laget selv* 
NaAcetat pH 4.0, 4.5 og 6.0   Substratlab, FHI 
NaN3 – natriumazid 10 %  0706058 Substratlab, FHI 
NH4SCN  12622JC Aldrich  
NIP3,2BSA BATCH A, 020502 TKH Lab, FHI 
NIP16BSA BATCH B, 020502  TKH Lab, FHI 
NIP80BSA BATCH A, 020502  TKH Lab, FHI 
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*Laget selv:      
PBS pH=7,4 m/ 0,05 % tween 20    
- 250ml Waaler (20x kons. PBS)    
- 4750ml destillert vann  
- 2,5ml tween 20 (=0,05%) 
PBS pH=7,4 m/ 0,02 % natriumazid 
- 500ml Waaler (20x kons. PBS) 
- 9500ml destillert vann 
- 20ml NaN3, 10 % løsning (=0,02%) 
MilliQ m/ 0,02 % natriumazid 
- 5l destillert vann 
- 10ml NaN3, 10 % løsning (=0,02%) 
 
Ammoniumthiocyanatløsninger: 
- 4M, 3M, 2M, 1M, 0,5M og 0,25M.  
- Eksempel på utregning av 4M ammoniumthiocyanatløsning:  
NH4SCN har molekylvekt på 76,12g/mol 
For å lage 0,1l løsning trengs:  
4,0M x 76,12g/mol x 0,1l = 30,45g 
NPP(p-NitroPhenylphosphat 
Disodium) 
015K6145 Sigma 
 
OMV 44/76 
 
MEN 0402 
 
Lab, FHI 
OMV NZ98/254 MEN 0404 Lab, FHI 
PBS pH=7,4 m/  
0,05 % tween 20  
  
Laget selv* 
PBS pH=7,4 m/  
0,02 % natriumazid 
  
Laget selv* 
Streptavidin Z704A 13154603 Lab, FHI 
Tween 20 (Polyoxyethylene 
sorbitane monoleureate) 
044K0139 Sigma  
 
Waaler 0612012 Substratlab, FHI 
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